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RESUMO 
 
As leishmanioses são um espectro de doenças, causadas por protozoários do gênero 
Leishmania, que se apresentam nas formas de Leishmaniose Tegumentar cutânea, muco-
cutânea ou disseminada; e Leishmaniose Visceral dependendo da espécie do parasita. São um 
problema de saúde pública em 102 países do mundo, incluindo o Brasil. O controle 
epidemiológico da doença se faz necessário e o diagnóstico eficaz é uma das medidas 
profiláticas. No entanto os diagnósticos existentes apresentam limitações, principalmente no 
que diz respeito a reatividade cruzada com proteínas de outros parasitas. Assim, buscando 
novos antígenos que diminuam as reações cruzadas no sorodiagnóstico das Leishmanioses, 
este trabalho teve como objetivo predizer epítopos de linfócitos B e padronizar metodologia 
de análise in silico com a combinação de programas de bioinformática disponíveis na web. 
Para isto, foram analisadas 12 proteínas de Leishmania utilizando o programa Blast-p para 
avaliar a similaridade com outras proteínas presentes no gênero Leishmania e nt5o gênero 
Trypanosoma. Os dados foram exemplificados em duas destas proteínas: Proteína Hipotética 
de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com similaridade entre 94% e 98% com 
proteínas de Leishmania e entre 71% e 74% com proteínas de Trypanosoma; Proteína 
Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) a 
similaridade foi entre 92% e 99% com proteínas de Leishmania e entre 43% a 53% com 
proteínas de Trypanosoma. Os epítopos lineares preditos pelo programa ABCpred foram 8 
para proteína hipotética de L. infantum com confiabilidade entre 95% a 86%; e 3 para proteína 
hipotética de L. braziliensis, com confiabilidade de 85%, 88% e 90%. Através do programa 
IEDB foram obtidos os aminoácidos acessíveis de cada sequência proteica e realizado a 
alinhamento com programa Clustal Ômega. A sobreposição dos resultados revelou os 
aminoácidos ideais para produção de epítopos conformacionais. Das 12 proteínas analisadas 
duas foram testadas, os epítopos sugeridos foram sintetizados e utilizados como antígeno de 
cobertura em teste ELISA. Para o peptídeo sintético de L. infantum foram testadas as 
reatividades de soros de cães positivos sintomáticos e positivos assintomáticos para 
Leishmaniose Visceral, negativos de área endêmica e negativos de área não endêmica, 
vacinados e portadores de outras doenças como doença de Chagas, Erlichiose e Babesiose.  A 
curva ROC mostra sensibilidade muito próxima a 100% quando foi utilizado peptídeo 
sintético e de 97% para o antígeno total solúvel de L. infantum; com acurácia de 99% e 85% 
respectivamente. O peptídeo sintético de L. braziliensis foi testado frente a soros humanos de 
pacientes portadores da Leishmaniose Tegumentar cutânea e mucocutânea, pacientes 
negativos para leishmaniose e portadores de doença de Chagas. O teste ELISA com peptídeo 
sintético de L. braziliensis apresentou 100% de sensibilidade e de especificidade, com AUC 
de 100%. Utilizando o antígeno solúvel de L. braziliensis a sensibilidade do teste foi de 97% e 
a especificidade diminuiu para 66%, apresentando acurácia de 83%. Portanto, os resultados 
com os peptídeos sintetizados melhoram a acurácia do teste ELISA diminuindo as reações 
cruzadas, demsntrando que os procedimentos de bioinformática sugeridos neste trabalho são 
ferramentas eficazes na construção de epítopos que mimetizam um epítopo conformacional.  
 
Palavras-Chave: Leishmaniose; Bioinformática; Predição de Epítopo; Diagnóstico 
Sorológico. 
  
  
 
ABSTRACT 
  
Leishmaniasis is a spectrum of diseases, caused by protozoa of the genus Leishmania, which 
present forms Cutaneous Leishmaniasis: cutaneous, muco-cutaneous or disseminated; and 
Visceral Leishmaniasis depending on the species of the parasite. It is a public health problem 
in 102 countries around the world, including Brazil. Epidemiological control of the disease is 
necessary and effective diagnosis is one of the prophylactic measures. However, the existing 
diagnoses have limitations, mainly regarding the cross reactivity with proteins of other 
parasites. Thus, in the search for new antigens that reduce cross reactions in the serodiagnosis 
of Leishmaniasis, this work aimed to predict B lymphocyte epitopes and to standardize in 
silico analysis methodology with the combination of bioinformatics programs available on the 
web. For this, 12 Leishmania proteins were analyzed using the Blast-p program to evaluate 
the similarity with other proteins present in the genus Leishmania and no genus Trypanosoma. 
The data were exemplified in two of these proteins: Hypothetical Protein of Leishmania 
infantum JPCM5 (XP_001468941.1) with similarity between 94% and 98% with Leishmania 
proteins and between 71% and 74% with Trypanosoma proteins; The hypothesized protein of 
Leishmania braziliensis MHOM / BR / 75 / M2904 (XP_001568689.1) similarity was 
between 92% and 99% with Leishmania proteins and between 43% and 53% with 
Trypanosoma proteins. The linear epitopes predicted by the ABCpred program were 8 for 
hypothetical protein of L. infantum with reliability between 95% and 86%; and 3 for 
hypothetical L. braziliensis protein, with reliability of 85%, 88% and 90%. Through the IEDB 
program the accessible amino acids of each protein sequence were obtained and performed in 
alignment with Clustal Omega program. Overlapping the results revealed the ideal amino 
acids for producing conformational epitopes. The 12 proteins analyzed two were tested, the 
suggested epitopes were synthesized and used as antigen coverage in the ELISA test. For the 
synthetic peptide of L. infantum, the reactivity of symptomatic positive and asynptomatic 
positive dog sera for Visceral Leishmaniasis, negative endemic area and negative of non-
endemic area, vaccinated and carriers of other diseases such as Chagas disease, Erlichiosis 
and Babesiosis . The ROC curve shows sensitivity very close to 100% when synthetic peptide 
was used and 97% for the total soluble antigen of L. infantum; with accuracy of 99% and 85% 
respectively. The synthetic peptide of L. braziliensis was tested against human sera from 
patients with cutaneous cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis, negative for 
leishmaniasis and patients with Chagas' disease. The ELISA with synthetic peptide of L. 
braziliensis presented 100% sensitivity and specificity, with AUC of 100%. Using the soluble 
antigen of L. braziliensis the sensitivity of the test was 97% and the specificity decreased to 
66%, presenting an accuracy of 83%. Therefore, the results with the synthesized peptides 
improve the accuracy of the ELISA test by reducing cross reactions, demonstrating that the 
bioinformatics procedures suggested in this work are effective tools in the construction of 
epitopes that mimic a conformational epitope. 
 
Keywords: Leishmaniasis; Bioinformatics; Epitope Prediction;P Serological Diagnosis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 CONCEITO E ETIMOLOGIA DA LEISHMANIOSE 
 
As leishmanioses são um espectro de doenças causadas por parasitos protozoários 
da Ordem Kinetoplastida, Família Trypanosomatidae e gênero Leishmania (Rioux et al. 
1990). Segundo Lainson e Shaw (1987) o gênero Leishmania possui cerca de 20 espécies que 
infectam mamíferos mostrados na tabela.   
 
Tabela 1– Principais espécies do gênero Leishmania. *Espécies determinantes da 
Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil. 
Espécies causadoras da Leishmaniose 
Tegumentar (LT) 
Espécies causadoras da 
 Leishmaniose Visceral (LV) 
L. (L.) aethiopica L. (Leishmania) chagasi 
L. (L.) amazonensis* L. (L.) donovani 
L. (L.) archibaldi L. (L.) infantum (syn. L. chagasi) 
L. (L.) aristidesi  
L. (L.) enriettii  
L. (L.) hertigi  
L. (L.) major  
L (L.) mexicana  
L. (L.) pifanoi  
L. (L.) tropica  
L. (L.) venezuelensis  
L. (Viannia) braziliensis*  
L. (V.) colombiensis  
L. (V.) guyanensis  
L. (V.) lainsoni*  
L. (V.) lindenberg  
L. (V.) panamensis  
L. (V.) peruviana  
L. (V.) naiffi*  
L. (V.) shawi*  
 
Fonte: Lainson & Shaw (1987). 
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 Tais parasitos são transmitidas através da picada de fêmeas de insetos 
hematófagos pertencentes à subfamília Phlebotominae, tendo como principal representante na 
Europa, Ásia e África o gênero Phlebotomus e na região Americana o gênero Lutzomyia 
(Ashford, 2000). Duas espécies de vetores estão relacionadas com a transmissão da doença no 
Brasil o Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi. A primeira espécie é considerada a 
principal espécie transmissora e possui ampla expansão. Esta espécie é encontrada em quatro 
das cinco regiões geográficas: nordeste, norte, sudeste e centro-oeste, o que explica a 
disseminação do parasita no país (Oliveira et al., 2010). 
 
1.2 HISTÓRICO 
 
A Leishmaniose é considerada uma doença antiga por existirem relatos que se 
assemelham com as manifestações da doença desde o século XVIII, onde são relatados na 
Síria o botão d´Aleppo e no Irã o botão de Biskra. As manifestações viscerais do calazar 
também possuem registros antigos, principalmente na Índia, onde médicos gregos em 1835 
relatam a existência de uma esplenomegalia infantil que se assemelha a Leishmaniose 
Visceral na ilha de Hidra, próximo a Creta (Altamirano-enciso, 2003).  
No entanto a primeira descrição das formas amastigotas do parasita ocorreu em 
1885 na Índia em casos de calazar. O pesquisador russo Peter Fokitsch Borovsky em 1898 
conseguiu pela primeira vez publicar a descrição do etiológico do botão d´Aleppo e botão do 
Oriente descrevendo este como um protozoário. Porém a referência não foi conhecida no 
Ocidente, assim, muitos pesquisadores consideram que a descoberta do parasita foi feita em 
1903 por James Homer Wright que descreveu a espécie Leishmania tropica (Altamirano-
enciso, 2003). 
Apesar de não existir um consenso sobre a descoberta do parasita, a comunidade 
científica relata que a partir de 1900 William Leishman, médico inglês, iniciou os estudos das 
formas amastigotas e em 1903 publicou relatos da semelhança deste protozoário causador do 
calazar com as formas do Trypanosoma. No mesmo ano Charles Donovan, médico inglês, 
descreveu o parasita; e Laveran e Mesnil denominaram de Leishmania donovani o agente 
etiológico de infecções viscerais na Índia ao examinar alguns preparados de Donovan. Ronald 
Ross no mesmo ano demonstrou que os parasitos observados por Donovan não eram 
esporozoários como este havia pensado, e estabeleceu para eles um novo gênero, o 
Leishmania (Rioux et al., 1990; Altamirano-enciso 2003). 
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No mesmo ano em Boston, J. H. Wright observou formas de protozoários em 
amostras retiradas das úlceras de uma criança diagnosticadas com a doença Botão do Oriente 
procedente da Síria e denominou o agente etiológico como Welcozoma tropicum ou 
Helcosoma tropicum. Porém, logo após o protozoário foi incluído no gênero Leishmania, 
sendo hoje conhecido como Leishmania tropica Wright (Altamirano-enciso, 2003). 
As formas evolutivas munidos de flagelos, promastigotas, do gênero Leishmania 
foram relatadas pela primeira vez por Leonard Rogers e no Brasil, por Gaspar de Oliveira 
Vianna (Altamirano-enciso, 2003).  
Nas Américas a forma visceral americana (LVA) foi descrita pela primeira vez no 
Paraguai, em 1913, e os primeiros casos de LC descritos por   Carini e   Paranhos, no Sul do 
Brasil, em 1909.  Splendore diagnosticou a forma mucosa da doença e o pesquisador 
brasileiro do Instituto Oswaldo Cruz, Gaspar Vianna, nomeou a espécie de Leishmania 
braziliensis (Ministério da Saúde, 2017).  
 
1.3 CICLO EVOLUTIVO DO PARASITA 
 
O ciclo biológico da doença, mostrado na figura 1, inicia-se quando as fêmeas de 
flebotomíneo (figura 2-A), popularmente conhecido como mosquito palha, realizam o repasto 
sanguíneo para se alimentar do sangue de hospedeiros mamíferos parasitadas. Desta forma, 
ingerem células do sistema mononuclear fagocítico contaminadas com a forma amastigota da 
Leishmania (figura 2-C). Tais formas do parasita sendo ingeridas multiplicam no sistema 
digestório do inseto e se diferenciam na forma promastigota procíclica mostrada na figura 2-B 
(Ilg, 2001). 
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Figura 1– Ciclo Biológico de parasitos do gênero Leishmania. Fonte: CDC (2018) adaptada. 
 
Em seguida, através da metaciclogênese, as formas extracelulares altamente 
replicativas e não infecciosas diferenciam-se em formas promastigotas metacíclicas, essas, 
sem capacidade replicativa, mas altamente infecciosas, que são as responsáveis pela infecção 
do hospedeiro vertebrado. O vetor, agora contaminado, no momento de um novo repasto 
injeta, junto com sua saliva, algumas centenas de formas promastigotas metacíclicas na derme 
do hospedeiro mamífero (Sacks e Kamhawi, 2001). Os parasitas são, na sua maioria, 
fagocitados por células do sistema mononuclear fagocitário, como macrófagos, células 
dendríticas e células de Langerhans. Dentro dessas células ocorre a fusão do vacúolo de 
fagocitose que se fundem a lisossomos, formando os fagolisossomos que originam os 
vacúolos que propiciam a diferenciação das promastigotas em amastigotas. Essas formas 
aflageladas são parasitas intracelulares obrigatórios, possuem grande capacidade de 
multiplicação, alto poder de infecção e são responsáveis pelo desenvolvimento da doença no 
hospedeiro mamífero (Grimaldi et al., 1989; Sacks e Kamhawi, 2001).  
Alguns mamíferos podem atuar com reservatórios da infecção, sendo responsáveis 
pela transmissão maciça do parasita para o vetor. O cão (Canis familiaris) é a principal fonte 
de infecção na área urbana e a infecção em cães tem sido mais prevalente do que no homem. 
Já no ambiente silvestre, os reservatórios são as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon 
thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris) (Ministério da Saúde, 2014). 
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Figura 2– Vetor e formas evolutivas do gênero Leishmania. A- Vetor flebotomíneo popularmente conhecido 
como mosquito-palha, vetor da leishmaniose. B- Forma promastigota, flagelada e móvel. C- Forma amastigota, 
aflagelada e imóvel da leishmaniose. Fonte: Ministério da Saúde (2014). 
 
1.4 EPIDEMIOLOGIA 
 
A doença apresenta ampla distribuição geográfica, e segundo a OMS, em 2017 
foram notificados 20792 novos casos (WHO, 2018).  Sua ocorrência se estende a 102 países e 
sua distribuição mundial está relacionada principalmente a presença dos vetores em regiões 
tropicais e subtropical (Ashford, 2000; Santos et al., 2016). 
Esta parasitose afeta principalmente pessoas de baixa renda nos continentes 
Africano, Asiático e na América Latina, e está associada à desnutrição, deslocamento 
populacional, moradia precária, baixa do sistema imunológico e falta de recursos. Dos 200 
países vinculados a OMS 97 são endêmicos para leishmaniose, onde 10 países são endêmicos 
para LV (Leishmaniose Visceral), 22 são endêmicos para LT (Leishmaniose Tegumentar) e 
65 são endêmicos para ambas (WHO, 2018). 
Desde 2013, o programa de Leishmaniose Global da OMS vem relatando 
separadamente o número de novos casos autóctones, para monitorar as tendências de 
incidência e o número de casos importados. Em 2016, mais de 90% dos casos globais de LV 
foram relatados em sete países: Brasil, Etiópia, Índia, Quênia, Somália, Sudão do Sul e Sudão. 
E o maior número de casos de LT  reportados em 10 países: Afeganistão, Argélia, Brasil, 
Colômbia, Iraque, Paquistão, Peru, República Árabe da Síria, Tunísia e Iêmen, que juntos 
respondem por 84% da incidência global relatada (WHO, 2018).   
No Brasil, a Leishmaniose inclui-se no quadro das grandes endemias, a LT 
apresentando ampla distribuição em todas as regiões brasileiras e a LV apresentando-se em 
limitada a alguns estados do país (Alvar et al., 2012). Segundo dados do Ministério da Saúde, 
em 2016 foram relatados 12.690 novos casos de LT no Brasil, sendo o norte e nordeste as 
regiões brasileiras com um número maior de notificações. Em relação a LV foram relatado, 
neste mesmo ano, 3200 novos casos  com taxa de letalidade de 8% a 9% nos ultimos 4 anos 
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(2014, 2015, 2016 e 2017), sendo os óbitos mais frequentes de crianças que possui uma 
resposta imune ineficiente ao parasita. Os casos de LV também são de maior  incidencia na 
região  nordeste (e). Os mapas abaixo publicados pelo Ministério da Sáude (figura 3) mostram 
as áreas de maior concentração da LT no Brasil (figura 3-A) e de LV (figura 3-B) no ano de 
2015. 
 
 
Figura 3– Áreas de maior concentração de Leishmaniose no Brasil em 2015. A- Mapa com as áreas de maior 
densidade de LT no Brasil no ano de 2015. B- Mapa com as áreas de maior densidade de LV no Brasil no ano de 
2015. Fonte: Ministério da Saúde (2018a; 2018b) 
 
 
No Brasil, apesar da LV humana ser causadora de mortalidade, atualmente a LV 
canina (LVC) pode ser considerada de maior importância epidemiológica uma vez que o 
número de casos registrados em cães é significativamente maior em comparação ao número 
de casos notificados em humanos nas diversas regiões do país (Nicolato et al., 2013). Nas 
áreas urbanas do Brasil o cão é considerado reservatório da infecção (Coura-Vital et al., 2013; 
Otranto e Dantas-Torres, 2013). Cerca de 20 a 60% dos animais infectados podem apresentar 
evolução lenta da LVC, não apresentando sintomas, sendo caracterizados como 
assintomáticos (Baneth et al., 2008).  Laurenti et al. (2013) relata que cães assintomáticos 
infectados por L. infatum possuem elevado potencial infectante para vetores naturais, sendo 
de grande importância para o controle epidemiológico da doença humana. Essa fase pode 
durar até quatro anos, mas ainda assim, durante esse período, os mesmos podem permanecem 
infecciosos, sendo capazes de transmitir os parasitas disseminando a doença (Baneth et al., 
2008).  
17 
 
 
Sendo assim, as leishmanioses são consideradas no Brasil e no mundo um 
importante problema de saúde pública, onde devem ser adotadas políticas de controle 
epidemiológico da sua transmissão se fazendo necessário diagnósticos e tratamentos 
eficientes tanto para infecção humana quanto para infecção canina (Otranto e Dantas-Torres, 
2013; Ministério da Saúde, 2016). 
 
1.5 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS 
 
A gravidade da doença nos hospedeiros mamíferos, nos quais se enquadram o 
homem e o cão, podem variar desde lesões cutâneas simples de cura espontânea a um 
comprometimento visceral que pode ser fatal quando não tratado corretamente (Santos et al., 
2016). Tais manifestações podem ser divididas em dois grandes grupos: Leishmaniose 
Tegumentar (LT) que se subdivide em Leishmaniose Tegumentar Americana, no Novo 
Mundo e Leishmaniose Tegumentar do Velho Mundo; e a Leishmaniose Visceral (LV) (Alvar 
et al., 2012). 
 
1.5.1 Leishmaniose Tegumentar (LT) 
 
A LT é uma doença causada por diferentes espécies do gênero Leishmania, que 
acomete pele e mucosas. A infecção humana pode ser secundária visto que afeta 
primariamente outros animais. A Leishmaniose Tegumentar pode-se manifestar sobre três 
formas clínicas principais, mostradas na figura 4, e descritas abaixo: 
A Leishmaniose Cutânea (LC) é forma mais comum da doença, tendo 
desenvolvimento benigno em indivíduos imunocompetentes. Manifesta-se como uma úlcera 
única bem delimitada com borda elevada e centro granulomatoso seroso (figura 4- A), 
causada pela resposta inflamatória do hospedeiro a infecção. A ulcera é indolor e 
normalmente não purulenta, apresenta estas características apenas quando está associada a 
infecções bacterianas. Pode ter cura espontânea em aproximadamente 18 meses (Alvar et al., 
2012; Papadogiannakis e Koutinas, 2015); 
A leishmaniose Cutâneo-difusa (LCD) é caracterizada por lesões difundidas por 
regiões do corpo em forma de nódulos não ulcerados devido à metástases do parasita 
mostradas pela figura 4- B. Normalmente está associada no Brasil a infecção por L. 
amazonensis, sendo mais resistente ao tratamento convencional (Uribe-Restrepo et al. 2018). 
18 
 
 
Apresenta alta parasitemia e baixa imunidade celular com aumento de citocinas anti-
inflamatórias como IL-10 (Wortmann et al., 2000; Papadogiannakis e Koutinas, 2015);  
A leishmaniose Muco-Cutânea (LMC) promove necrose com destruição do tecido 
mucoso e submucoso das cavidades nasal e oral, levando a desfiguração (figura 4- C). 
Normalmente surge após cura espontânea de ulceras anteriores e normalmente está associada 
no Brasil a infecção por L. braziliensis (Alvar et al. 2012). Caracterizada por intensa resposta 
imune celular com alta de linfócitos T helper 1 e baixa manutenção da parasitemia (Grimaldi, 
Jr. & Tesh, 1993; Papadogiannakis e Koutinas, 2015). 
 
 
Figura 4– Manifestações clínicas da Leishmaniose Tegumentar Humana. A- Forma cutânea simples da 
Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose Cutânea (LC); B- Forma difusa da Leishmaniose Tegumentar, 
Leishmaniose Cutânea-Difusa (LCD); C- Forma Mucosa da Leishmaniose Tegumentar, Leishmaniose Muco-
cutânea (LMC). Fonte: Ministério da Saúde (2017). 
 
Na região das Américas 12 espécies de Leishmania são dermotrópicas e 
causadoras de doença tegumentar humana. No Brasil, segundo o Ministério da Saúde (2017) 
foram identificadas 7 espécies causadoras da LT humana, sendo seis do subgênero Viannia e 
uma do subgênero Leishmania. As três principais espécies são: L. (V.) braziliensis, L.(V.) 
guyanensis e L.(L.) amazonensis. Porém em estados das regiões Norte e Nordeste foram 
identificadas as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi. 
 
1.5.2 Leishmaniose Visceral (LV) 
 
Já a Leishmaniose Visceral (LV) ou Calazar é a forma mais grave da doença por 
atingir órgãos importantes como baço, fígado, linfonodos e medula óssea. Dentre os sintomas 
comuns da doença destacam-se a febre, palidez cutâneo-mucosa por presença de anemia, 
caquexia e hepatoesplenomegalia com ascite mostrada na figura 5 (Ashford, 2000). Em 
estágios avançados (figura 5B), caso não seja feito o diagnóstico e tratamento adequado, a 
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doença pode evoluir com febre contínua e comprometimento mais intenso do estado geral, 
havendo desnutrição (cabelos quebradiços, cílios alongados e pele seca), edema dos membros 
inferiores, hemorragias, icterícia e ascite, levando ao óbito (Ministério da Saúde, 2014). Nesta 
forma clínica da Leishmaniose geralmente estão envolvidas infecções pelas espécies L. 
infantum (syn. L. chagasi) e L. donovani no Velho Mundo e L. infantum no Novo Mundo 
(Nicolato et al., 2013). 
 
Figura 5– Manifestações clínicas da Leishmaniose Visceral. A- Manifestações clínicas na fase inicial da forma 
visceral da Leishmaniose Visceral Humana (LV); B- Manifestações clínicas na fase avançada da forma visceral 
da Leishmaniose Visceral Humana (LV). Fonte: Ministério da Saúde (2014) 
 
Nos cães a LV é de evolução lenta e início insidioso apresentando um espectro de 
características clínicas que varia do aparente estado sadio a um severo estágio final, havendo 
distribuição do parasita na derme e nas vísceras. Os sintomas mais comuns, mostrados na 
figura 6, são: alopecia, lesões cutâneas, onicogrifose, esplenomegalia, linfoadenopatia, 
hemorragia intestinal, hiperqueratose, caquexia, levando o animal a óbito (Ministério da 
Saúde, 2014).  
Porém alguns animais podem apresentar-se assintomáticos durante um longo 
período, sendo assim, são utilizadas classificações de acordo com os sinais clínicos dos 
animais: 
- Cães assintomáticos: ausência de sinais clínicos sugestivos da infecção por 
Leishmania (Nicolato et al., 2013); 
- Cães oligossintomáticos: presença de adenopatia linfóide, pequena perda de peso e 
pelo opaco, sintomas inespecíficos da Leishmaniose Visceral Canina (Nicolato et al., 
2013); 
- Cães sintomáticos: todos ou alguns sinais mais comuns da doença como as 
alterações cutâneas, onicogrifose e caquexia (Nicolato et al., 2013). 
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Figura 6– Manifestações clínicas da Leishmaniose Visceral Canina (LVC).  A- Alopecia e lesões da derme de 
cão com LVC; B-  Onicogrifose de cão com LVC; C- Lesões de pele na região do focinho de cão com LVC; D- 
Caquexia em cão com LVC. Fonte: Ministério da Saúde (2014). 
 
1.6 DIAGNÓSTICO 
 
O diagnóstico das formas da Leishmaniose é realizado por meio de inquéritos 
clínicos e epidemiológicos, este deve ser associado a testes laboratoriais que podem ser 
parasitológicos (diagnostico de certeza) ou sorológicos. Os aspectos clínicos muitas vezes não 
são suficientes por apresentarem sintomatologias variadas de acordo com a espécie do 
parasita e a resposta imune do hospedeiro (Ministério da Saúde, 2017).  
Por outro lado, o diagnóstico parasitológico é uma alternativa que apresenta alta 
especificidade, uma vez que demonstra a presença do parasito pela visualização das formas 
amastigotas em materiais de biópsia ou a amplificação do DNA do parasito por PCR; ainda 
pode ser realizado o cultivo em meios de cultura ou inoculação das biópsias em animais de 
laboratório susceptíveis. Sendo assim a observação do parasita ou a detecção do seu DNA é 
considerado diagnóstico de certeza da infecção (Weigle et al., 2002; Lunedo et al., 2012).  
Para diagnóstico da LT os métodos parasitológicos são considerados como padrão 
de referência devido à sua alta especificidade. Para realização do método parasitológico é 
necessária coleta do material que pode ser obtido por raspagem, punção aspirativa com agulha 
fina ou biópsia de lesões. No entanto sua sensibilidade varia dependendo da localização 
geográfica, espécie do parasita e estágio da lesão. Para melhorar sua sensibilidade 
normalmente são associados múltiplos testes diagnósticos parasitológicos ou diagnósticos 
imunológicos (WHO, 2010; Ministério da Saúde, 2014). 
Para realização do método parasitológico no diagnóstico da LV é necessária coleta 
das células teciduais, e a sua sensibilidade depende do tecido em que se realiza a coleta. A 
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punção do baço segundo dados da WHO (2010) para diagnóstico da LV apresenta acima de 
90% de sensibilidade, já na medula óssea de 50-80% de sensibilidade, e é ainda menor em 
aspirados de linfonodo. Amostras de sangue têm baixa sensibilidade tanto para LV, exceto em 
pacientes co-infectados pelo HIV que têm uma parasitemia mais alta (WHO, 2010). Os 
aspirados esplênicos apesar da elevada especificidade para LV apresentam risco de 
hemorragia de 0,1 %, sendo considerado extremamente invasivo (WHO, 2010; Burza et al., 
2018). Além disso, apesar de maior especificidade as técnicas parasitológicas apresentam 
limitações em sua sensibilidade, devido à distribuição do parasito não ser homogênea nos 
tecidos (Noli e Saridomichelakis, 2014). 
A partir da coleta do material pode ser feita a observação microscópica do 
parasita, através do esfregaço onde normalmente são utilizadas as técnicas de coloração por 
Geimsa, Leishman ou corantes rápidos. É o procedimento de primeira escolha por ser mais 
rápido, de menor custo e de fácil execução. Porém tem limitações e a sensibilidade pode 
variar de acordo com a experiência do microscopista, a observação e confecção de mais 
lâminas, o tempo de evolução das lesões, as formas clínicas e as diferentes espécies de 
Leishmania envolvidas (WHO, 2010; Ministério da Saúde, 2017). 
Segundo revisão feita por de Paiva-Cavalcanti et al (2015) a técnica de PCR pode 
aumentar a sensibilidade do diagnóstico. A sensibilidade pode variar de acordo com o tipo de 
PCR, como Nested-PCR (nPCR) e a Seminested-PCR (snPCR) que são baseadas em duas 
amplificações, sendo realizada uma segunda amplificação a partir de uma primeira PCR, 
aumentando assim a sensibilidade e especificidade; outro tipo é o PCR quantitativo em tempo 
real (qPCR) que quantifica a reação e tem sido empregado para confirmação de outros testes 
de diagnóstico ou para confirmação de cura. Tais metodologias dão ao PCR mais ferramentas 
usando diferentes regiões-alvo e uma variedade de amostras. Nos protocolos convencionais de 
PCR para o diagnóstico de LV humana existe uma variação de 53,70% a 97,78% de 
sensibilidade e 61,82% a 100% de especificidade, e para LV canina sensibilidade de 72,2 a 
98,7% e especificidade de 83,3% a 96,4%. Esta variabilidade ocorre devido a amostra 
coletada, a espécie de Leishmania envolvida, ao estágio da doença e a metodologia 
empregada (De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). Porém, tais técnicas possuem outras 
desvantagens que estão relacionadas ao seu custo elevado, à necessidade de infraestrutura 
laboratorial especializada e ao risco de contaminação durante a realização dos exames. 
Portanto atualmente só estão disponíveis em laboratórios de instituições de pesquisa e, se 
houver indicação para a sua realização, o laboratório de referência mais próximo deve ser 
consultado (Ministério da Saúde, 2017). 
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Uma alternativa que pode ser utilizada são os testes de sensibilidade sendo a 
intradermorreação de Montenegro a técnica descrita para o diagnóstico das Leishmanioses. 
Neste tipo de diagnóstico são injetados antígenos do parasita e avaliada a reação de 
hipersensibilidade tardia (DTH), onde se houver uma reação com diâmetro igual ou maior que 
5mm em 48h à 72h o teste é considerado positivo (Burza et al. 2018). Porém se limita ao 
diagnóstico de algumas formas de Leishmaniose, sendo mais utilizada para LT na forma 
cutânea e na forma muco-cutânea, já que casos de LT disseminada e LV apresenta-se negativa 
devido ao estado de anergia da resposta imune celular encontrada na maioria dos pacientes 
(Ministério da Saúde, 2014; 2017).  
Por sua vez, os testes de diagnóstico sorológico têm sido amplamente empregados 
por serem considerados de fácil execução, baixo custo e não necessitar de grande 
infraestrutura laboratorial e equipamentos de custo elevado, além de serem pouco invasivos 
(Noli e Saridomichelakis, 2014). Técnicas baseadas na detecção de anticorpos, como 
aglutinação direta, RIFI (Reação de imunofluorescência indireta) e o ELISA (Ensaio 
Enzimático de Imunoabsorbância), podem ser consideradas ferramentas importantes para o 
diagnóstico da Leishmaniose e monitoramento da exposição dos indivíduos em áreas 
endêmicas da doença. No Brasil, segundo o Ministério da Saúde (2014), os testes 
imunológicos mais utilizados, tanto para LV quanto para LT, são ELISA e RIFI, considerando 
os testes rápidos imunocromatográficos como uma alternativa de triagem. Geralmente, tais 
testes utilizam antígenos obtidos de frações brutas e/ou moléculas semi-purificadas do 
parasito, bem como proteínas recombinantes e/ou peptídeos sintéticos (Sarkari et al., 2018).   
Em uma revisão Sarkari et al. (2018) relata que a aglutinação direta se apresenta 
com especificidade variável entre 72% - 100% e com sensibilidade de 92% - 100%, e que 
diversos trabalhos constatam que a aglutinação tradicional é mais sensível e mais específica 
que o teste rápido com fita usando o antígeno rK39.  Também em um trabalho de Oliveira et 
al. (2013), 103 soros de pacientes com LV no Brasil foram submetidos aos testes de 
aglutinação direta tradicional e aglutinação direta de antígeno liofilizado de L. infantum que 
demonstraram semelhanças na sensibilidade (99%) e na especificidade (98,2%). A 
aglutinação direta apresenta algumas desvantagens e sua variabilidade pode estar relacionada 
as múltiplas pipetagens, longo tempo de incubação, variabilidade de lote para lote do antígeno 
e reatividade cruzada com outros tripanossomatídeos (Sarkari et al., 2018). 
Já o RIFI (Reação de imunofluorescência indireta) baseia-se na detecção de 
anticorpos contra formas promastigotas ou amastigotas do parasita. Segundo Sarkari et al. 
(2018) vários estudos mostraram uma sensibilidade de 87% a 100% e especificidade de 77% a 
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100% para o diagnóstico de LV utilizando o RIFI.  Porém o teste apresenta reatividade 
cruzada em pacientes com tuberculose, toxoplasmose, malária, febre tifoide ou brucelose. 
  
Inúmeros testes rápidos têm sido desenvolvidos para facilitar a execução e tornar 
mais rápido o diagnóstico, a maioria deles utiliza a detecção de anticorpos anti-Leishmania 
contra proteínas recombinantes, como o rK39 e o K26, fixadas em papel de nitrocelulose. Em 
um trabalho de validação do teste imunocromatográfico IT-LEISH® (DiaMed IT-LEISH®) 
para diagnóstico de LV humana o kit apresentou sensibilidade de 93% e especificidade de 
97% (Assis et al., 2008). Mesmo quando combinações antigênicas são usadas, há a 
possibilidade de reações cruzadas com outros tripanossomatídeos, sendo então indicado a 
aplicação de um procedimento confirmativo (Sarkari et al., 2018). Também são observadas 
variações dos testes rápidos quando aplicados em regiões endêmicas diferentes, a 
sensibilidade do Kit rápido utilizando antígeno rK39 na índia foi excelente (97%) mas 
apresentou-se muito menor e limitado no leste da África (85%), tais limitações e variações 
podem estar relacionadas a baixa produção de anticorpos por parte da população (Boelaert et 
al., 2014). 
Por fim os testes ELISA, que também se baseia na detecção de anticorpos anti-
Leishmania contra antígenos variados, sua especificidade e sensibilidade variam de acordo 
com os antígenos utilizados. Neste contexto, vários antígenos com diferentes pesos 
moleculares foram identificados como a proteína recombinante de Leishmania K39 (rK39), 
muito importante antígeno amplamente empregado, mostrou 100% de especificidade e 
sensibilidade de 96% para o diagnóstico de LV segundo revisão feita por de Paiva-Cavalcanti 
(2018). Outros candidatos para o diagnóstico das outras formas de leishmaniose são 
glicoproteínas recombinantes ou purificadas de membrana (gp): gp63, gp70 e gp72, e a 
proteína A2, todas específicas para o gênero Leishmania (Ministério da Saúde, 2014).  
Assis et al. (2008) mostrou que as técnicas de ELISA que utilizam antígenos 
diferentes apresentam diferença significativa quanto a sensibilidade, onde o teste ELISA 
utilizando rK39 apresentou 97% de sensibilidade e o teste ELISA com antígeno total de L. 
chagasi 92% de sensibilidade. Porém não houve diferença quanto a especificidade dos dois 
testes (em torno de 84%), propondo que a metodologia pode gerar falsos positivos com outras 
doenças causadas por outros tripanosomatídeos. 
Entretanto o teste ELISA, assim como outros sorológicos, pode apresentar 
problemas quando o paciente apresenta baixa produção de anticorpos, prejudicando a 
sensibilidade das metodologias. Além disso, alguns antígenos utilizados no sorodiagnóstico 
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podem ser reconhecidos por anticorpos produzidos em pacientes com outras patologias, tais 
como Doença de Chagas, Lúpus Eritematoso Sistêmico, Esquistossomose, Hanseníase e 
Tuberculose; causando reação cruzada nos ensaios e comprometendo a especificidade dos 
testes empregados (Cataldo et al., 2010).  
Para o diagnóstico da LV canina os testes sorológicos apresentam limitações 
semelhantes (Hirschmann et al., 2015). De Arruda et al. (2013) analisou 1.425 amostras de 
soro de cães testados em três laboratórios utilizando 2 Kits diagnóstico do tipo ELISA, um 
com antígenos de L. major que apresentou sensibilidade de 91,84% e especificidade de 
83,57%; e outro com antígenos de L. infantum que apresentou sensibilidade de 89,80% e 
especificidade de 82,59%, tais resultados demonstram além de baixa sensibilidade os testes 
diagnósticos de LV canina possuem baixa especificidade, gerando diagnósticos falso 
negativos.  
 Tais metodologia para LV canina apresentam sensibilidade e/ou especificidade 
variáveis principalmente nos diferentes estágios da doença no animal, sendo assim animais 
infectados na fase inicial da infecção podem se apresentar soronegativos e outros, mesmo 
clinicamente curados, podem permanecer soropositivos por longos períodos de tempo (Viol et 
al., 2012; Hirschmann et al., 2015). Ressalta-se também que a especificidade dos testes é 
comprometida, principalmente, quando os mesmos são aplicados em áreas endêmicas da 
doença; em animais sadios, mas vacinados; e em cães infectados com outras parasitoses, 
também comuns em nosso meio como, por exemplo, Babesiose e Erlichiose (Chávez-
Fumagalli et al., 2013; Costa et al., 2014). Dessa forma, ainda não se encontra disponível um 
teste sorológico que possa ser considerado como um padrão-ouro; que permita a distinção dos 
casos de LV canina sintomática e assintomática, das demais classes de animais e que esteja 
disponível a um baixo custo à população. Sendo assim, de acordo com o Ministério da Saúde 
(2014) devem ser realizados dois testes sorológicos, Teste Rápido Imunocromatográfico e 
ELISA, para confirmar o diagnóstico da doença. 
Portanto, o diagnóstico das diversas formas de Leishmaniose, tanto humana como 
canina, apresentam-se falhos em diversos pontos. Sendo assim, indivíduos com a forma 
muco-cutânea de LTH ou com a forma visceral LV, manifestações mais graves da doença 
podem não ser tratados da forma mais adequada ou em tempo hábil, devido à inexistência de 
uma ferramenta diagnóstica confiável (Goto e Lindoso, 2010). Tais fatores limitam a eficácia 
terapêutica dessas importantes patologias ocorrentes no Brasil. Além da falha no controle da 
população canina infectada que torna ineficiente as medidas de controle epidemiológico da 
doença (Laurenti et al., 2013).  
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Assim, diversas pesquisas vêm sendo realizadas com o intuito de buscar um 
antígeno que possa ser utilizado dando mais confiabilidade aos testes sorológicos, tornando o 
diagnóstico mais sensível e específico para as diversas formas da Leishmaniose. Uma 
alternativa é a caracterização e identificação de epítopos de proteínas expressas pelo parasita 
utilizando a bioinformática como ferramenta.  
Vários trabalhos têm demonstrado que as avaliações genômicas aliadas as 
produções de peptídeos in silico são importantes para busca de proteínas no uso de 
diagnóstico ou de vacinas mais eficientes que os existentes hoje (Coelho et al., 2012; Costa et 
al., 2014; Lage et al., 2016b; 2016a).  
 
1.7 PROTEÍNAS HIPOTÉTICAS DE LEISHMANIA 
 
Sendo assim, proteínas hipotéticas, que previamente são reveladas no genoma de 
organismos, mas que ainda não apresentam uma aplicação biológica definida podem ser uma 
alternativa relevante na busca de novas proteínas usadas nos imunodiagnósticos (Coelho et 
al., 2012; Lage et al., 2016a). Algumas destas proteínas foram identificadas através de 
análises imunoproteômicas baseadas na combinação das técnicas de eletroforese 
bidimensional, immunoblotting e espectrometria de massas, utilizando formas promastigotas 
em fase estacionária de crescimento e formas amastigotas-like de Leishmania infantum e L. 
braziliensis (Coelho et al., 2012). Este trabalho revelou que tais proteínas hipotéticas possuem 
um potencial antigênico, já que são reconhecidas por anticorpos presentes em amostras de 
soros de cães com LV sintomática e/ou assintomáticos. Em outro trabalho do mesmo grupo 
foram observadas que tais proteínas também apresentavam reatividade frente a soros de 
pacientes com LTH (Duarte et al., 2017). Algumas dessas proteínas são encontradas também 
em outras espécies de tripanossomatídeos, tais como Trypanosoma cruzi; enquanto outras são 
consideradas como Leishmania-específicas.  
Portanto o uso de ferramentas como a genômica, a proteômica e a bioinformática 
tem se tornado cada vez mais frequente. A abordagem computacional usando bioinformática 
tem sido realizada tanto para rastrear alvos biológicos no tratamento da Leishmaniose, como 
para identificar marcadores antigênicos importantes no desenvolvimento de vacinas e de kits 
diagnósticos (Duarte et al., 2017; Ferreira e Andricopulo, 2018).  
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Padronizar uma metodologia de predição por bioinformática de epítopos 
específicos para linfócitos B de proteínas de espécies de Leishmania que possam ser utilizadas 
em sorodiagnóstico da Leishmaniose.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Comparar as similaridades da estrutura primária de uma proteína de Leishmania com outras 
proteínas de outras espécies de Leishmania e com proteínas das espécies do gênero 
Trypanosoma, utilizando o algoritmo Blast-p (protein-protein BLAST) e o programa Clustal 
Ômega para alinhar as sequências.  
  
- Predizer os epítopos específicos de células B das proteínas analisadas de Leishmania 
utilizando algoritmos de bioinformática disponíveis no site do IEDB e através do programa 
ABCpred.  
 
- Sintetizar pela técnica de Fmoc-sinteses as sequencias peptídicas preditas como epítopos de 
duas proteínas analisadas por bioinformática.  
 
- Avaliar a reatividade de anticorpos específicos de amostras de soro da espécie L. infantum e 
L. braziliensis utilizando os peptídeos sintéticos preditos como antígenos.  
 
- Avaliar a reação cruzada dos peptídeos preditos utilizados como antígenos frente anticorpos 
de Trypanosoma através da reatividade de soros de cães infectados com o parasita e pacientes 
portadores de Doença de Chagas. 
 
- Definir parâmetros de sensibilidade e especificidade (acurácia) dos peptídeos sintetizados 
através da análise estatística da curva ROC. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
O presente estudo realizou testes de similaridade e a predição de epítopos 
específicos de células B por meio de bioinformática de 12 proteínas, 6 proteínas hipotéticas e 
6 proteínas com função conhecida, de Leishmania, tanto de espécies causadoras da LV quanto 
de espécies causadoras de LT. Sendo assim foram identificadas possíveis sequências de alta 
similaridade entre as espécies de Leishmania e de pouca similaridade com outros 
Trypanossomatideos, que seriam candidatos eficientes para uso em imunodiagnósticos, 
evitando assim reações cruzadas com outras doenças.  Duas proteínas foram utilizadas para 
validação da metodologia de predição de epítopos, sendo assim, um epítopo de cada foi 
sintetizado e testado em ensaios de imunodiagnóstico frente a soro de cães e soros humanos. 
 
3.1 PREDIÇÃO DE EPITOPOS DAS PROTEÍNAS DE LEISHMANIA  
 
Através de analises in silico, as proteínas previamente identificadas por Coelho et 
al. (2012) foram preditas. Para obter as sequências peptídicas de cada proteína testada foi feita 
a busca utilizando o nome da proteína no banco de dados online GenBank 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Em seguida, utilizou-se o programa de 
bioinformática Blast-p (protein-protein BLAST), pertencente ao programa BLAST para 
comparação de similaridades entre sequências proteicas, para avaliar a similaridade das 
proteínas com as demais proteínas depositadas no banco de dados. Para isso, colocou-se a 
sequência de aminoácidos obtida no GenBank para cada proteína analisada, utilizando o 
parâmetro non-redundant protein sequences, obtendo-se então as sequências com maiores 
similaridades. Após a busca foram selecionadas as proteínas de Leishmania e Trypanosoma 
com maior similaridade.  
As sequências das proteínas de Leishmania analisadas foram submetidas ao 
programa ABCpred (http://www.imtech.res.in/raghava/abcpred/) capaz de predizer epítopos 
lineares de célula B baseando-se em padrões de comprimento fixo através de uma rede neural 
artificial (Saha e Raghava, 2006). Neste programa foram utilizados os seguintes parâmetros: 
Threshold: 0.85; Window length used for prediction: 14 ou 16; Overlapping filter: ON. Foi 
realizada a predição dos possíveis epítopos para cada uma das 12 proteínas analisadas.  
Ao predizer os possíveis epítopos das proteínas as sequências proteicas foram 
alinhadas através do o programa Clustal Ômega. Este programa faz o alinhamento de 
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múltiplas sequências, sendo assim as proteínas de Leishmania foram alinhadas e analisadas a 
similaridade com outras proteínas do mesmo gênero do parasita e com proteínas do gênero 
Trypanosoma identificadas no Blast-P. Assim pode-se comparar as regiões epitópicas das 
sequências analisadas com as sequencias similares obtidas através do Blast-p, tanto com as 
proteínas de Leishmania quanto as de proteínas de Trypanosoma.  
Para confirmação da predição dos possíveis epítopos também foi utilizado o 
programa de bioinformática IEDB (www.iedb.org) descrito por Emini et al. (1985).  Este 
programa possui uma serie de algoritmos voltados para predição de epítopos de células B e de 
Células T. Utilizou-se, o algoritmo Emini Surface Acessibility Prediction, que identifica na 
sequência da proteína, os resíduos de aminoácidos mais acessíveis ao solvente, sendo assim 
os aminoácidos que possivelmente possam ser reconhecidos por anticorpos (Emini et al., 
1985). 
 
3.2 SÍNTESE DOS PEPTÍDEOS DAS PROTEÍNAS DE LEISHMANIA 
 
Alguns dos peptídeos preditos foram sintetizados utilizando a técnica química de 
FMOC-Synthesis descrita por Merrifield (1969) e adaptada por Machado-de-Ávila et al. 
(2011). O método consiste em fixar o aminoácido C-terminal do peptídeo sobre um suporte 
sólido insolúvel (resina) e alongar a cadeia peptídica por adições sucessivas de resíduos da 
porção C-terminal para N-terminal. Para isso, é feita a desproteção do grupamento Fmoc 
(Fluorenil-metiloxicarbonila) com Piperidina 25%, lavagem com DMF (dimetilforamida), 
DCM (diclorometano), MET (metanol), teste de Kaiser (azul de bromofenol), ligação do 
aminoácido em ciclo realizada até a ligação do último aminoácido da sequência. Ao final os 
grupamentos protetores da cadeia lateral são eliminados e o peptídeo é removido da resina 
através da solução de clivagem contendo 25 µL (25%) de água destilada, 25 µL (25%) de 
TES (trietilsilano), 950 µL (95%) de TFA (ácido trifluoracético). Esta solução foi incubada 
por 3 horas na seringa, logo após adicionado éter etílico e incubado overnight. No dia 
seguinte, centrifugou-se a 4ºC, por 10 minutos a 4500 rpm, adicionou-se éter etílico 
novamente e a centrifugação foi repetida. Retirou-se novamente o éter etílico, o material 
obtido foi liofilizado.  
 
3.3 ANTÍGENO SOLÚVEL DE LEISHMANIA 
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As amostras para produção dos antígenos a partir dos parasitas 
MHOM/BR/1970/BH46 de L. infantum e MHOM/BR/75/M2903 L. braziliensis utilizados no 
teste ELISA foram produzidas pelo grupo do professor Dr. Eduardo Antônio Ferraz Coelho 
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e gentilmente cedido para esse trabalho. 
Para tal, o cultivo e a obtenção das formas promastigotas em fase estacionária de crescimento 
dos parasitas foram realizados de acordo com o protocolo descrito em Coelho et al. (2003). 
Para a preparação do extrato solúvel de antígenos de Leishmania (SLA) foram 
lavados 1x1010 parasitas por três vezes com tampão fosfato-salina (PBS) estéril gelado. Após 
7 ciclos de congelamentos (-196°C) e descongelamentos (37°C) foi submetido a 
ultrasonicação (Ultrasonic processor, GEX600) com 5 ciclo de 30 segundos a 38 MHz, a 
suspenção foi centrifugada a 8000xg por 30 min a 4°C, e foi coletado o sobrenadante 
contendo SLA. A concentração de proteínas foi estimada pelo método de Bradford alíquotado 
e armazenado a -80°C para posterior utilização. 
 
3.4 AMOSTRAS DE SORO DE CÃES 
 
Todas as amostras de soros, pertencem a soroteca do laboratório coordenado pelo 
professor Dr. Eduardo Antônio Ferraz Coelho, da Universidade Federal de Minas Gerais 
(UFMG) e foram também gentilmente cedidas para este trabalho. Foram utilizadas, amostras 
de soros de cães sem raça definida e infectados com L. infantum. Os soros de animais com 
LVC foram identificados com base em dois testes sorológicos usando os kits RIFI- LVC e 
EIE-LVC, ambos da Biomanguinhos, Fiocruz, Brasil; para Leishmania spp. Animais com um 
título de RIFI <1/40 ou com o valor de EIE-LVC abaixo do ponto de corte foram 
considerados soronegativos. Animais com um título de RIFI > 1/40 e um valor de EIE-LVC 
acima do ponto de corte foram considerados soropositivos.  
Assim, foram considerados cães sintomáticos (n=45) aqueles que se apresentaram 
positivos para RIFI e ELISA, com exame parasitológico positivo identificado pela técnica de 
PCR (reação da polimerase em cadeia) e apresentando três ou mais dos seguintes sintomas 
clínicos: perda de peso, alopecia, adenopatia, onicogrifose, hepatomegalia, conjuntivite e 
dermatite esfoliativa nas pontas do nariz, cauda e orelha.  
Cães com LV assintomática (n=09) são os que apresentaram resultados 
sorológicos e parasitológicos positivos, mas ausência de sinais e sintomas clínicos.  
Cães sadios e sem leishmaniose, com resultados sorológicos e parasitológicos 
negativos e ausência de qualquer sinal ou sintoma clínico de leishmaniose, foram 
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identificados como controle negativo de área endêmica de LVC quando provenientes de Belo 
Horizonte, MG- Brasil, (n=20) e controle negativo de área não endêmica (n=50) provenientes 
de outras localidades. 
Amostras de soros de cães imunizados com a vacina Leish-Tec® (n=30), e de cães 
infectados experimentalmente com Trypanosoma cruzi (n=10) ou naturalmente com Babesia 
canis (n=10) e Erlichia canis (n=10), serão também utilizadas 
 
3.5 AMOSTRAS DE SOROS HUMANOS 
 
Foram utilizadas amostras de soros de pacientes com LTH com diferentes 
manifestações clínicas, cutânea (LC) (n= 15) e muco-cutânea (LMC) (n= 20). Estes soros 
foram selecionados a partir de pacientes que apresentavam características epidemiológicas e 
clínicas para Leishmaniose Tegumentar, além disso foi feito o diagnóstico parasitológico com 
a observação dos parasitos em esfregaços corados por Giemsa a partir de biópsias cutâneas ou 
mucosas e por meio de resultados positivos de PCR para o kDNA de L. braziliensis. Como 
controle negativo foram utilizadas 20 amostras de soros de indivíduos saudáveis, que não 
apresentaram sinais clínicos ou sintomas de leishmaniose. Para avaliar a reação cruzada entre 
os diversos antígenos, amostras de soros de pacientes com doença de Chagas (n = 10), a 
infecção pelo T. cruzi foi confirmada por hemocultura, utilizando o kit ELISA recombinante 
Chagatest® v.4.0; A soroteca humana foi cedida pelo prof. Dr. Eduardo Antonio Ferrraz 
Coelho do Departamento de Patologia Clínica, COLTEC, da Universidade Federal de Minas 
Gerais. Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. 
 
3.6 ELISA UTILIZANDO OS ANTÍGENOS DIAGNÓSTICOS 
 
Foi realizada curva titulação previa para determinar as concentrações de antígenos 
e a diluição dos anticorpos a serem utilizados. Placas flexíveis de imunoensaio de microtítulos 
Falcon (Becton Dickinson) foram revestidas com o peptídeo sintetizado (20 µg/poço) em 50 
µL de água milli-Q mantidos por 18h a 37°C ou revestidas com SLA (2,0 µg/poço) em 100 
µL de tampão de cobertura pH 9.6 por 18 h a 4°C. 
Após a sensibilização, foi realizado bloqueio utilizando 200 µL de solução 
contendo PBS, Tween 20 0,05% (PBS-T) e 5% de solução de caseína por 1 h a 37°C. Em 
seguida as placas foram lavadas por 5 vezes utilizando PBS-T, e feita incubação com 100 µL 
de soro canino por 1 h a 37°C. As amostras de soro foram diluídas 1:100 para placa com 
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peptídeo e 1:200 para a placa com SLA em PBS-T contendo 0,5% de solução de caseína. As 
placas foram lavadas 7 vezes utilizando PBS-T, e posteriormente incubadas com anticorpo 
anti-IgG canino conjugado com peroxidase (Sigma, St. Louis, USA) na diluição de 1:10000 
por 1 h a 37°C. Novamente as placas foram lavadas 7 vezes com PBS-T, feita incubação com 
H2O2, orto-phenylenediamine e tampão citrate-fosfato pH 5.0 por 30 min no escuro. A reação 
foi parada adicionando 25µL H2SO4 2N, e a densidade óptica lida em espectrofotômetro para 
microplacas de ELISA (Molecular Devices, Spectra Max Plus, Canada) a 492 nm. 
 
3.7 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 
A partir dos valores obtidos nos testes ELISA de absorbância (ABS) foram 
gerados os pontos de corte (cut-off). Para obtenção do valor de cut-off utilizou-se a fórmula: 
média dos valores negativos + 2,5 x desvio médio. 
 Estes valores de cut-off foram utilizados para validação da sensibilidade e 
especificidade dos antígenos que foram determinados após a construção de curvas ROC 
(Receiver Operating Characteristic). Nesta etapa para análise do desempenho da ELISA, os 
seguintes parâmetros foram avaliados:  
 Sensibilidade (Se) = valores verdadeiros positivos / total de positivos (verdadeiros 
positivos + falsos negativos); 
 Especificidade (Es) = valores verdadeiros negativos / total de negativos (falsos 
positivos + verdadeiros negativos); 
 Acurácia (AUC) = área sob a curva (verdadeiro positivo + verdadeiro negativo/ 
Positivos + negativos). 
Todas as análises foram realizadas utilizando o programa computacional GraphPad 
PrismTM (versão 6.0 for Windows). 
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4 RESULTADOS 
 
Foram analisadas 12 proteínas por meio de programas de Bioinformática descritas 
anteriormente no trabalho de Coelho et al. (2012) e Duarte et al. (2017) como imunoreagentes 
que possuem um potencial para serem utilizadas como imunobiológicos.   
 
Tabela 2– Proteínas analisadas. Número de acesso no NCBI, nome /função e espécie/cepa do 
parasita de onde a proteína foi extraída e identificada. *Seis proteínas hipotéticas. 
 
Número de acesso 
no NCBI 
Nome/função da proteína Espécie e cepa do parasita  
XP_003873146.1* 
 
 
HYPOTHETICAL PROTEIN 
 
Leishmania mexicana 
MHOM/GT/2001/U1103 
XP_001464059.1* 
 
HYPOTHETICAL PROTEIN  
 
Leishmania infantum  
JPCM5 
XP_001466606.1* 
 
HYPOTHETICAL PROTEIN 
 
Leishmania infantum 
 JPCM5 
XP_001468460.1 
 
PUTATIVE TRANSLATION 
ELONGATION FACTOR 1-
BETA  
 
Leishmania infantum JPCM5 
XP_001468941.1* 
 
HYPOTHETICAL PROTEIN 
 
Leishmania infantum 
 JPCM5 
XP_001562623.1 
 
ENDONUCLEASE III 
 
Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 
XP_001466177.1 
 
 
GTP-BINDINGPROTEIN 
 
Leishmania infantum  
JPCM5 
XP_001568689.1* 
 
 
HYPOTHETICAL PROTEIN 
Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 
XP_001465979.1 
 
IGE-DEPENDENT 
HISTAMINE-RELEASING  
FACTOR 
Leishmania infantum  
JPCM5 
XP_001468164.1 
 
BETA-TUBULIN 
Leishmania infantum 
 JPCM5 
XP_001468360.1* 
 
HYPOTHETICAL PROTEIN 
 
Leishmania infantum  
JPCM5 
XP_003873457.1 
PUTATIVE SMALL 
MYRISTOYLATED 
PROTEIN-3 
Leishmania mexicana 
MHOM/GT/2001/U1103 
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A tabela 2 mostra as 12 proteínas analisadas com seus respectivos dados de 
acordo com o NCBI (National Center for Biotechnology Information; acessado em 
ttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/guide/proteins), destas, 6 são proteínas descritas no gênero 
Leishmania com função conhecida e 6 proteínas hipotéticas com função desconhecida. Todos 
os resultados das análises estão presentes nos Anexos A, B, C, D e E; e para demonstrá-los 
foram escolhidas duas proteínas: Proteína Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 
(XP_001468941.1) e Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 
(XP_001568689.1). 
Tais proteínas de Leishmania foram lançadas no programa GenBank e obtidas 
suas respectivas sequências de aminoácidos, como demostrado na figura 7 a sequência de 
aminoácidos da Proteína Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) e na 
figura 8 a sequência de aminoácidos da Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1). As demais sequências de aminoácidos das 10 
proteínas analisadas estão no Anexo A. 
  
Figura 7– Sequência da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania infantum JPCM5) (XP_001468941.1). 
 
 
Figura 8– Sequência da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904) 
(XP_001568689.1). 
 
Para as análises de similaridade, as sequências de aminoácidos foram adicionadas 
no programa Blast e utilizou-se o algoritmo Blast-p (protein-protein BLAST) com parâmetro 
non-redundante, obtendo assim as proteínas mais similares depositadas em de banco de 
dados. A figura 9 mostra a similaridade da Proteína Hipotética de Leishmania infantum 
JPCM5 (XP_001468941.1) (retângulo verde) com outras proteínas do gênero Leishmania 
presentes no banco de dados (retângulo azul).  Tais proteínas apresentaram similaridade com 
a proteína hipotética de L. infatum entre 94% e 98%.  
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Figura 9– Analise de similaridade com programa Blast-P da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania 
infantum JPCM5) (XP_001468941.1), marcado com o retângulo em verde, com as demais proteínas de 
Leishmania e proteínas de Trypanosoma. O retângulo em azul marca as outras proteínas similares de 
Leishmania. Os retângulos em vermelho marcam as proteínas similares de Trypanosoma. 
 
A figura 10 mostra a mesma análise com a Proteína Hipotética de Leishmania 
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) a similaridade com proteínas de 
Leishmania foi entre 92% e 99%.  Estão marcadas no retângulo em verde as proteínas 
analisadas e no retângulo em azul as proteínas de Leishmania com similaridade selecionadas. 
Todas as outras 10 análises de similaridade com as proteínas de Leishmania estão presentes 
no Anexo B e seguiu o mesmo padrão de análise. 
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Figura 10– Analise de similaridade com programa Blast-P da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania 
braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1), marcado com o retângulo em verde, com as demais 
proteínas de Leishmania e proteínas de Trypanosoma. O retângulo em azul marca as outras proteínas similares 
de Leishmania. Os retângulos em vermelho marcam as proteínas similares de Trypanosoma. 
 
Para analisar as possíveis reações cruzadas destas proteínas com proteínas de 
outros tripanosomatídeos verificou-se a similaridade entre as sequencias de aminoácidos 
utilizando o algoritmo Blast-p (protein-protein BLAST) com parâmetro non-redundante. O 
retângulo vermelho da figura 9 mostra a similaridade da Proteína Hipotética de Leishmania 
infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com proteínas do gênero Trypanosoma presentes no 
banco de dados, apresentando similaridade com outras proteínas entre 71% e 74%. O 
retângulo vermelho da figura 10 demonstra a mesma análise com a Proteína Hipotética de 
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1). Os retângulos em verde 
marcam a proteína analisada e os retângulos em vermelho as proteínas de Trypanosoma com 
43% a 53% de similaridade. Todas as outras análises de similaridade com as proteínas de 
Trypanosoma estão presentes no Anexo B. 
Após a seleção das proteínas de Leishmania e de Trypanosoma com maior 
similaridade foi feita a predição dos possíveis epítopos lineares. Para isso utilizou-se a 
sequência de aminoácidos obtida no GenBank e foram colocados no programa ABCpred para 
predizer epítopos lineares de célula B baseado em padrões de comprimento fixo. Os 
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parâmetros utilizados foram: Threshold: 0.84, score igual ou maior a 84% de probabilidade de 
ser epítopo; Window length used for prediction: 14, epítopos com 14 aminoácidos; 
Overlapping filter: ON, com epítopos que podem estar sobrepostos. Nas tabelas 3 e 4 
demonstra-se os resultados obtidos nas duas proteínas analisadas Proteína Hipotética de 
Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) e a Proteína Hipotética de Leishmania 
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1), respectivamente. 
 
Tabela 3– Predição dos epítopos com programa ABCpred da proteína Hypothetical Protein 
NCBI (Leishmania infantum JPCM5) (XP_001468941.1) 
 
Sequência  Score 
RSIMESDGGFRPVKTP 0,86 
PPASFMPLLERLEQDN 0,86 
FVHVQNGEELDVMVPD 0,87 
IMSGPARYVYFHMVLP 0,87 
DGRFQLPPLPPASFMP 0,89 
AMEESLVSPHVAHVT 0,92 
PFKEIMPYRATQILNA 0,94 
ERLEQDNVVPKNWLNN 0,95 
 
 
Tabela 4– Predição dos epítopos com programa ABCpred da proteína Hypothetical Protein 
NCBI (Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1) 
 
Sequência  Score 
GFSGDSSESYSLSDNS 0,85 
LVTSDDIRYMHAFFYN 0,88 
AFRISDPPQYSRVVPA 0,90 
 
Na tabela 3 verifica-se que a Proteína Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 
(XP_001468941.1) possui 8 peptídeos que são possivelmente epítopos lineares reconhecidos 
por linfócitos B, que possuem de acordo com algoritmo do programa uma probabilidade de 
confiança de ser realmente um epítopo variando entre 95% e 86%.  
Na análise de epítopos lineares da Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1), tabela 4, foram identificados pelo programa 3 
possíveis epítopos lineares, 1 com 85%, 2 com 88% e 3 com 90% de probabilidade ser 
realmente epítopo desta proteína.  
Para analisar a similaridade entre tais regiões epitópicas foi feito o alinhamento 
das sequências de aminoácidos das 12 proteínas analisadas com as proteínas similares obtidas 
no programa Blast-p, para o alinhamento utilizou-se o programa Clustal Ômega. Os 
resultados das 10 proteínas analisadas estão no Anexo C e D, para exemplificar estão 
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representados os resultados obtidos na análise da Proteína Hipotética de Leishmania infantum 
JPCM5 (XP_001468941.1) e da Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) nas figuras 11 e 12 e nas figuras 13 e 14 
respectivamente. 
A figura 11, mostra parte do alinhamento da Proteína Hipotética de Leishmania 
infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com as proteínas similares de Leishmania marcadas na 
figura 9. As 8 sequências epitópicas apresentadas pelo ABCpred (tabela 3) foram marcadas 
em vermelho na sequência de aminoácidos alinhada pelo Clustal Ômega. O retângulo em 
vermelho marca estes epítopos em todos as sequências alinhadas.   Abaixo das sequências o 
programa Clustal Ômega apresenta a simbologia que mostra a similaridade entre os 
aminoácidos da proteína Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) com 
as demais proteínas similares de Leishmania, sendo (*) aminoácidos totalmente iguais em 
todas as sequências, (:) aminoácidos iguais na maioria das sequências, (.) aminoácidos 
diferentes na maioria das sequências, (sem simbologia) aminoácidos diferentes. Os resultados 
mostram regiões altamente conservadas, com poucos aminoácidos diferentes independente da 
proteína de Leishmania analisada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11– Alinhamento das proteínas de Leishmania similares feito pelo Clustal Ômega de parte da sequência 
contendo os epítopos preditos com programa ABCpred da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania 
infantum JPCM5) (XP_001468941.1). (*) alta similaridade entre os aminoácidos (aminoácidos iguais); (:) média 
similaridade entre os aminoácidos; (.) baixa similaridade entre os aminoácidos; ( ) aminoácidos não similares; 
 
CCM18890.1          YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPGSFTPLLERLEQDKVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH 120 
XP_001568230.1      YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPGSFTPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH 120 
XP_010702541.1      YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPGSFTPLLERLEQDKVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH 120 
XP_003879124.1      YTRASDRIILNDGRFQLPPLPSASFLPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH 120 
XP_001468941.1      YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPASFMPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH 120 
XP_003722521.1      YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPASFMPLLERLEQDNVVPKSWLNNQTANLYEPGDFIRAH 120 
                    ********************* .** *********:****.******************* 
 
CCM18890.1          IDNLFVYDDIFAVCSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 180 
XP_001568230.1      IDNLFVYDDIFAVCSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 180 
XP_010702541.1      IDNLFVYDDIFAVCSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 180 
XP_003879124.1      IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 180 
XP_001468941.1      IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 180 
XP_003722521.1      IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 180 
                    ************:*********************************************** 
 
CCM18890.1          EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVTTPLKGVMPYRATQILNALYSKQVGGVRVTVDDDFLE 240 
XP_001568230.1      EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVTTPLKEVMPYRATQILNALYSKQVGGVRVTVDDDFLE 240 
XP_010702541.1      EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVTTPLKEVMPYRATQILNALYSKQVGGVRVTVDDDFLE 240 
XP_003879124.1      EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGGVRVSVDDDFLE 240 
XP_001468941.1      EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGGVRVSVDDDFLE 239 
XP_003722521.1      EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGGVRVSVDDDFLE 240 
                    ***********************.**:* :****** ***************:******* 
 
CCM18890.1          AMEESLVSPHAAHVATQA 318                                                              
XP_001568230.1      AMEESLVSPHAAHVATQA 318                                                              
XP_010702541.1      AMEESLVSPHAAHVATQA 318                                                              
XP_003879124.1      AMEESLMSPYVTHVGPQA 318                                                              
XP_001468941.1      AMEESLVSPHVAHVTPQA 317                                                              
XP_003722521.1      AMEESLVSPHVAHVTPQA 318                                                             
                    ******:**:.:**  ** 
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Figura 12– Alinhamento das proteínas de Trypanosoma similares feito pelo Clustal Ômega de parte da 
sequência contendo os epítopos preditos com programa ABCpred da proteína Hypothetical Protein NCBI 
(Leishmania infantum JPCM5) (XP_001468941.1). (*) alta similaridade entre os aminoácidos (aminoácidos 
XP_001468941.1      LKGGSMKYLAAGEPYCPFGEAFGLTILPEYILEDDASNLRKGYVDVYTRASDRIILNDGR 74 
CCC47848.1          LNGGSLGYLAADKPYQPFGEDFGLTIFPDYVQMMEKIALRKGYVDVYTQRSASIRLSDGR 71 
XP_009312411.1      LNGGSFAYLASGEPYQPFGEDFGLTVFPDYIQVTEKMALRGGYVDVYTQRSASIRLSDGR 71 
ORC84108.1          LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEEFGLTVFPDYLHVGEKMSLRKGYVDVYIQKSASIRLSDGR 71 
ESL05102.1          LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPEYVQLGEKKALRNGYVDIYTQRSASIRLSDGR 86 
EKF32135.1          LNGGSLGYLAGGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASIRLSDGR 71 
XP_813050.1         LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASIRLSDGR 71 
ESS63684.1          LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASIRLSDGR 120 
PBJ69812.1          LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASIRLSDGR 71 
EKG01501.1          LNGGSLGYLAAGEPYQPFGEDFGLTIFPDYVQLVEKITLRKGYVDVYTQKSASIRLSDGR 120 
XP_844772.1         LRGGSLGYLASGEPYHPFGEDFGLTVFPDYIQLREKLALRSGYVDVYTQRSASIKLSDGR 71 
CCD14041.1          LSGGSLGYLACSEPHQPFGDEFGLTIFPDYVQIREKMALRSGYVDIYTKRSASIRLSDGR 71 
CCC90378.1          LSGGSLGYLACSEPHQPFGDEFGLTIFPDYVQIREKMALRSGYVDIYTKRSASIRLSDGR 71 
                    * ***: *** .:*: ***: ****::*:*:   :   ** ****:* : *  * *.*** 
 
XP_001468941.1      FQLPPLPPASFMPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIC 134 
CCC47848.1          FQLPPLPQHSFLPLVERMEQDGLVPCGWLNNQTANFYETNDFIRAHIDNLFIYDDIFAIV 131 
XP_009312411.1      FQLPPLPPRSFMNLVERIEQDDIVPRGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 131 
ORC84108.1          FQLPPLPPKSFISLIERIEQDKIVPRGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 131 
ESL05102.1          FQLPPLPPRSFLSLIGRIEQDGIVPALWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 146 
EKF32135.1          FQLPPLPPRSFLSLISRIEQDGIVPDGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 131 
XP_813050.1         FQLPPLPPRSFLSLISRIEQDGIVPDGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 131 
ESS63684.1          FQLPPLPPRSFLSLISRIEQDGIVPDGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 180 
PBJ69812.1          FQLPPLPPRSFLSLISRIEQDGIVPDGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 131 
EKG01501.1          FQLPPLPPRSFLSLISRIEQDGIVPDGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAIV 180 
XP_844772.1         FQLPPLPKHSFLPLVERLEQDGIVPRGWLNNQTANLYEPEDFIRAHIDNLFVYDDIFAVI 131 
CCD14041.1          FQLPPLPTGSFTPLLDRIEQDGIVPRGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAVV 131 
CCC90378.1          FQLPPLPTGSFTPLLGRIEQDGIVPRGWLNNQTANLYEPGDFIRAHIDNLFVYDDIFAVV 131 
                    *******  **  *: *:*** :**  ********:**  ***********:******:  
 
XP_001468941.1      SLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPVEAQRFSLVFRRSIM 194 
CCC47848.1          SLGANALLRFVHVQNGEELDVVIPDGSVYIMSGPSRYVYFHMVLPVEAQRVSIVFRRSIL 191 
XP_009312411.1      SLGANALLRFVHVQNGEELDVIVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEAQRFSIVFRRSIL 191 
ORC84108.1          SLGANALLRFVHVQNGEELDVVVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVETQRFSIVFRRSIL 191 
ESL05102.1          SLGANALLRFVHVQNGEELDTVVADGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEEQRFSIVFRRSIL 206 
EKF32135.1          SLGSNALLRFVHVQNGEELDAVVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEEQRFSIVFRRSIL 191 
XP_813050.1         SLGSNALLRFVHVQNGEELDAVVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEEQRFSIVFRRSIL 191 
ESS63684.1          SLGSNALLRFVHVQNGEELDAVVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEEQRFSIVFRRSIL 240 
PBJ69812.1          SLGSNALLRFVHVQNGEELDAVVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEEQRFSIVFRRSIL 191 
EKG01501.1          SLGSNALLRFVHVQNGEELDAVVPDGSLYIMSGPARYVYFHMVLPVEEQRFSIVFRRSIL 240 
XP_844772.1         SLGANALLRFVHVQNGEELDVVIPDGSVYIMSGPSRYVYFHMVLPVEAQRVSIVFRRSIL 191 
CCD14041.1          SLGSNALLRFVHVQNGEELDVVIPDGSLYIMSGPSRYVYFHMVLPVEAQRVSVVFRRSIL 191 
CCC90378.1          SLGSNALLRFVHVQNGEELDVVIPDGSLYIMSGPSRYVYFHMVLPVEAQRVSVVFRRSIL 191 
                    ***:*.**************.:: * *:******:************ **.*:******: 
 
XP_001468941.1      ESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGGVRVSVDDDFLESANIGAFDTSRWVK 253 
CCC47848.1          NSDGSFRPVSTPLGDLMPYRSTQIVNTLYAKQVGGVRVAVNDQFLEEKKIGAFDTARWVK 251 
XP_009312411.1      NSDGGFRPVTTPLGGMMAYRSTQVLNTLYSKQIGGVRVTVDDKYLEKEEIGAFDTAKWVK 251 
ORC84108.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMSYRSTQILNTLYAKQIGGVRVTVDDKYLEKEEIGAFDTAKWVK 251 
ESL05102.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRVTVDDKYLEKEEIGAFDTAKWVK 266 
EKF32135.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEEIGAFDTAKWVK 251 
XP_813050.1         NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTHILNTLYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 251 
ESS63684.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 300 
PBJ69812.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 251 
EKG01501.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRVTVDDNYLEKEGIGAFDTAKWVK 300 
XP_844772.1         NSDGGFRPVSTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRVAVDDKYLEKEEIGAFDTGKWVK 251 
CCD14041.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRIVMDDSYLEKEEIGAFDTARWVK 251 
CCC90378.1          NSDGGFRPVTTPLGDLMPYRSTQILNTLYAKQIGGVRIVMDDSYLEKEEIGAFDTARWVK 251 
                    :***.****.**:  :* **:* ::*:**:**:****: ::*.:**.  ******.:*** 
 
XP_001468941.1      RLHPLRDWSLLRQLDEDEARVEELREKRFIDVDFSWRYRELRSYYKAMEESLVSPHVAHVT   314 
CCC47848.1          GLQPLRDWTLSSQLDEDEVRVDELKEKRYLDVDFSWRFAELRKRYKEMEELLRI-------   305 
XP_009312411.1      GLHPLRDWSLLSQLDEDEARVQELKNKRYLDVDFDWRFAELRKRYKELETLLGA-------   305 
ORC84108.1          GLHPLRDWSLLSQLDEDEARVQELKNQRFLDVDLSWRFAELRKQYKELESLLSI-------   305 
ESL05102.1          GLHPLRDWSLLSQLDEDEARVQELKDKRYLDLDFSWRFAELRRRYKELEKLLSA-------   320 
EKF32135.1          GLHPLRDWSLLSQLDEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYKELEELLSV-------   305 
XP_813050.1         GLHPLRDWSLLSQLDEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYKELEELLSV-------   305 
ESS63684.1          GLHPLRDWSLLSQLNEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYKELEELLSV-------   354 
PBJ69812.1          GLHPLRDWSLLSQLNEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYKELEELLSV-------   305 
EKG01501.1          GLHPLRDWSLLSQLNEDEARIQELKDKRYLDIDLSWRFAELRRRYKELEELLSV-------   354 
XP_844772.1         GLHPLRDWTLLSQLDEDEARVLELREKRYLDVDLSWRFTELRKRYKELEDMLRV-------   305 
CCD14041.1          GLHPLRDWTLLSQLDEDEIRVQELQEKRYLDVDLSWRFTELKHRYKELEEMLRV-------   305 
CCC90378.1          GLHPLRDWTLLSQLDEDEIRVQELQEKRYLDVDLSWRFTELRHRYKELEEMLRV-------   305 
                     *:*****:*  **:*** *: **:::*::*:*:.**: **:  ** :*  *         
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iguais); (:) média similaridade entre os aminoácidos; (.) baixa similaridade entre os aminoácidos; ( ) aminoácidos 
não similares. 
 
 
As 8 regiões epitópicas lineares obtidas pelo ABCpred (tabela 3) também foram 
marcadas no alinhamento da proteína hipotética de Leishmania infantum JPCM5 
(XP_001468941.1) com as proteínas similares de Trypanosoma (figura 12). O retângulo em 
vermelho marca estes epítopos em todos as sequências alinhadas. Na última linha do 
alinhamento está a simbologia da similaridade entre os aminoácidos.  
A figura 13, mostra parte do alinhamento da proteína Hipotética de Leishmania 
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) com as proteínas similares de 
Leishmania marcadas na figura 10. As três sequências epitópica lineares apresentadas pelo 
ABCpred na tabela 4 foram marcadas em vermelho na sequência de aminoácidos alinhada 
pelo Clustal Ômega, o retângulo em vermelho marca estes epítopos em todos as sequências 
alinhadas. Abaixo das sequências observa-se a similaridade entre os aminoácidos da proteína 
analisada com as demais proteínas similares de Leishmania. Os resultados mostram uma alta 
região conservada, com aminoácidos idênticos independente da proteína de Leishmania, 
principalmente para os epítopos da região central e C-terminal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13– Alinhamento das proteínas de Leishmania similares feito pelo Clustal Ômega de parte da sequência 
contendo os epítopos preditos com programa ABCpred da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania 
braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1). (*) alta similaridade entre os aminoácidos (aminoácidos 
iguais); (:) média similaridade entre os aminoácidos; (.) baixa similaridade entre os aminoácidos; ( ) aminoácidos 
não similares. 
 
 
XP_001568689.1      MGFLGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH 60 
XP_010702994.1      MGFLGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH 60 
XP_001686625.1      MSLFDISPSSSESSSQSDNSSKVDDRIQLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60 
XP_003874397.1      MSFFDVSAISSESSSQSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60 
XP_001469551.1      MSFFDFSASSSESSSQSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60 
XP_003865174.1      MSFFDFSASSSESSSQSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAVGLVIIVLLDLLYRSTSRH 60 
                   *.::..*  **** * ***********:*************.*************** ** 
 
XP_001568689.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGSRARIILENGLKTHAFRISDPPQYSRVVPAVVSESRD 120 
XP_010702994.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGSRARIILENGLKTHAFRIIDPPQYSRVVPAVVSESRD 120 
XP_001686625.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARIILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVIPAVVSDSRD 120 
XP_003874397.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARIILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVVPAVVSDSRD 120 
XP_001469551.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARIILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVVPAVVSDSRD 120 
XP_003865174.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGNRARTILENGLKTHEFRIRHPPQYSRVVPAVVSDSRD 120 
                    ***********************.*** ********* *** .*******:*****:*** 
 
XP_001568689.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLQ 210                           
XP_010702994.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLQ 210                           
XP_001686625.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLQ 210                           
XP_003874397.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLQ 210                           
XP_001469551.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLQ 210                           
XP_003865174.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFYYNNVLKVLQ 210                           
                    ********************:********* 
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O alinhamento da Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) com as proteínas similares de Trypanosoma 
marcadas na figura 10 está demonstrado na figura 14, em vermelho marcadas as três regiões 
epitópicas lineares obtidas pelo ABCpred (tabela 4) e o quadradro em vermelho marca estes 
epítopos em todos as sequências alinhadas. Na última linha está a simbologia da similaridade 
entre os aminoácidos da proteína Hipotética com as proteínas similares de Trypanosoma. Os 
resultados mostram que os três epítopos são não estão presentes nas proteínas de 
Trypanosoma. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14– Alinhamento das proteínas de Trypanosoma similares feito pelo Clustal Ômega de parte da 
sequência contendo os epítopos preditos com programa ABCpred da proteína Hypothetical Protein NCBI 
(Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904) (XP_001568689.1). (*) alta similaridade entre os aminoácidos 
(aminoácidos iguais); (:) média similaridade entre os aminoácidos; (.) baixa similaridade entre os aminoácidos; ( 
) aminoácidos não similares. 
 
 
XP_001568689.1      MGFLGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH 60 
CCC93652.1          ---------MVNITDRNSTSLKWPGYFNLLYAEVVVSFATAVVLLVLTVILLLYRTALRA 51 
XP_011777781.1      ------MEDMGDLAKGNLASSKWLGTFSLLYAEVVVSFASAIVLLVLTVVQLLYRTSWRA 54 
XP_822744.1         ------MEDMGDLAKGNLASSKWLGTFSLLYAEVVVSFASAIVLLVLTVVQLLYRTSWRA 54 
CCC51451.1          ------MFE--------KASDSSSDYAGVLYAQVIVSFAIAICLFVATVILLLYRTNQRT 46 
ORC93156.1          ------MSSTSSSASEGSGEVVYRDSTELLYAEVVVSLATAVGLIVLTVIQLLYRTTRRA 54 
ESL06310.1          ------MPN---------QGHEKKEGSQLVYVEVVVSFATAIGLFALTVVQLLYRTTRRA 45 
PBJ71933.1          ------MPSPS--L---MEPPPKQAATELVYAEVVVSFATAIGLFVFTVVQLLYRTTRRA 49 
XP_806564.1         ------MTSSS--L---TEPPPKQAATELVYAEVVVSFATAIGLFVFTVVQLLYRTTRRA 49 
PWU98128.1          ------MSSSS--L---MEPPPKQAATELVYAEVVVSFATAIGLFVFTVVQLLYRTTRRA 49 
PWV09942.1          ------MSSSS--L---TEPPPKQAATELVYAEVVVSFATAIGLFVFTVVQLLYRTTRRA 49 
XP_804057.1         ------------------------------------------------------------ 0 
                                                                                 
XP_001568689.1      AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGSRARIILENGLKTHAFRISDPPQYSRVVPAVVSESRD 120 
CCC93652.1          RQLWRVKNEDRFDGEKYFNRSDGNMGRKILERGVKARGSVCFKRPS--VALAPIVANGCD 109 
XP_011777781.1      RKLWRVGNEVRFDGERYLAKPEGNIGRKILERGIKSHENVYFERPS--STLPPIVANDCD 112 
XP_822744.1         RKLWRVGNEVRFDGERYLAKPEGDIGRKILERGIKSHENVYFERPS--GTLPPIVANDCD 112 
CCC51451.1          RKLWKVGNEVRFDGSYFLSKPEKSIGRKIVERGINAQQNFSFTYPN--AVLPSVVANGCD 104 
ORC93156.1          RRLWRGENQVRFDGVHFLNKSEGNIGRKIIESGLKEHENKEFRPPS--VILPAIISNERD 112 
ESL06310.1          RRLWRAENQIRFDGAHFLNKPVGNAGRKIIEIGLKKRVNKEIKPPS--FVLTAIVANDRD 103 
PBJ71933.1          RRLWRAENQIRFDGAHFLSKPEGNVGRKIIEIGLKEHENKEVKPPS--FVLPAVVANDRD 107 
XP_806564.1         RRLWRAENQIRFDGAHFLSKPEGNVGRKIIEIGLKEHENKEVKPPS--FVLPAVVANDRD 107 
PWU98128.1          RRLWRAENQIRFDGAHFLSKPEGNVGRKIIEIGLKEHENKEVKPPS--FVLPAVVANDRD 107 
PWV09942.1          RRLWRAENQIRFDGAHFLSKPEGNVGRKIIEIGLKEHENKEVKPPS--FVLPAVVANDRD 107 
XP_804057.1         --------------------------------------------------LPAVVANDRD 10 
                                                                      :  ::::  * 
XP_001568689.1      RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLQ- 210                                       
CCC93652.1          RADGNPDIVSSDEIKFLHVFYHNSILKEVQW 200                                         
XP_011777781.1      RADGVPEVISDEEIKFLHVFYHNSILKEIQW 203                                         
XP_822744.1         RADGVPEVISDEEIKFLHVFYHNSILKEIQW 203                                         
CCC51451.1          RADGVDGDVTYEEIKFVHVFFHNSILKEIQW 195                                         
ORC93156.1          RVDGNADIVSNDDIKFMHAFFHNTILKEIQ- 202                                         
ESL06310.1          RVDGICDTLTSDDIKFLYAFFHNTILKEIQ- 193                                         
PBJ71933.1          RVDGISDSLTNDDIKFLYAFFHNTILKEIQ- 197                                        
XP_806564.1         RVDGISDSLTNDDIKFLYAFFHNTILKEIQ- 197                                         
PWU98128.1          RVDGISDSLTNDDIKFLYAFFHNTILKEIQ- 197                                         
PWV09942.1          RVDGISDSLTNDDIKFLYAFFHNTILKEIQ- 197                                         
XP_804057.1         RVDGISDSLTNDDIKFLYAFFHNTILKEIQ- 100                                         
                    *.:*    :: ::*::::.*::*.:** :*  
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Após o alinhamento e análise das similaridades dos aminoácidos presentes em 
cada epítopo predito pelo programa ABCpred as 12 sequências proteicas foram analisadas no 
programa IEDB para buscar os aminoácidos mais acessíveis na estrutura da proteína sendo 
estas as possíveis regiões epitópicas. As análises dos programas ABCpred e IEDB com 
algorítimo Emini Surface Acessibility Prediction foram sobrepostas para obter epítopos 
conformacionais e os resultados das outras 10 proteínas analisadas estão no Anexo E.  
A figura 15 mostra a sequência da proteína hipotética de Leishmania infantum 
JPCM5 (XP_001468941.1) com a combinação dos epítopos gerados pelo ABCpred marcados 
em amarelo e em negrito os aminoácidos (aa) acessíveis gerados pelo programa IEDB com 
escore maiores, entre 4 e 5 (considerados aminoácidos mais acessíveis). Os resultados 
mostram que ao combinar as análises alguns segmentos de aminoácidos aparecem como 
resultados comuns entre os dois programas, como GRFQ, RLEQDNVV, WLNN e PVKTPF.  
 
 
 
 
Figura 15– Sequência da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania infantum JPCM5) 
(XP_001468941.1) com análise combinada dos programas ABCpred e IEDB. Epítopos lineares obtidos pelo 
ABCpred: Regiões marcadas em amarelo; Aminoácidos acessíveis obtidos pelo IEDB: negrito. Os retângulos em 
vermelho mostram os aminoácidos escolhidos para formar o epítopo sintetizado. 
 
Ao analisar todos os resultados visto até agora, a sobreposição das análises da 
Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) 
sugerem as regiões de epítopo com alta similaridade com outras proteínas de Leishmania, 
baixa similaridade com proteínas de Trypanosoma e que contém aminoácidos mais acessíveis. 
Assim, ao pegar os dois segmentos maiores obtidos na figura 15, é possível extrair as 
sequências de aminoácido que juntas formam um ótimo candidato a epítopo conformacional. 
Portanto a sequência de 13aa selecionada para tal foi: 
RLEQDNVVPVKTP 
A sequência foi alterada a fim de transformar esse peptídeo solúvel em água, 
sendo assim buscou-se aminoácidos vizinhos aos selecionados que transformariam o peptídeo 
em solúvel. Desta forma foi selecionado o aminoácido arginina, fazendo com que o peptídeo 
  1 MSIVSRFIGGAKHLLKGGSMKYLAAGEPYCPFGEAFGLTILPEYILEDDASNLRKGYVDV 
 61 YTRASDRIILNDGRFQLPPLPPASFMPLLERLEQDNVVPKNWLNNQTANLYEPGDFIRAH 
121 IDNLFVYDDIFAICSLGSNCLLRFVHVQNGEELDVMVPDRSVYIMSGPARYVYFHMVLPV 
181 EAQRFSLVFRRSIMESDGGFRPVKTPFKEIMPYRATQILNALYSKQVGGVRVSVDDDFLE 
241 SANIGAFDTSRWVKRLHPLRDWSLLRQLDEDEARVEELREKRFIDVDFSWRYRELRSYYK 
301 AMEESLVSPHVAHVTPQA 
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assumisse um caráter básico, conferindo solubilidade em água. Gerando a sequência final 
demonstrada abaixo:  
RLEQDNVVRPVKTP 
A figura 16 mostra a sequência da proteína Proteína Hipotética de Leishmania 
braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) com os epítopos gerados pelo 
ABCpred marcados em amarelo e em negrito os aminoácidos (aa) mais acessíveis gerados 
pelo programa IEDB com escore entre 5 e 4. Os 3 epítopos sugerido pelo programa ABCpred 
possui regiões com aminoácidos acessíveis. A análise combinada mostra que segmentos de 
aminoácidos aparecem como resultados comuns entre os dois programas: DSSESY, 
SDPPQYSR, LVTS e DIR.  
 
 
 
 
Figura 16– Sequência da proteína Hypothetical Protein NCBI (Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904) 
(XP_001568689.1) com análise combinada dos programas ABCpred e IEDB. Epítopos lineares obtidos pelo 
ABCpred: Regiões marcadas em amarelo; Aminoácidos acessíveis obtidos pelo IEDB: negrito. Os retângulos em 
vermelho mostram os aminoácidos escolhidos para formar o epítopo sintetizado. 
 
Portanto as regiões de epítopo com alta similaridade com outras proteínas de 
Leishmania, baixa similaridade com proteínas de Trypanosoma e que contém aminoácidos 
mais acessíveis seriam candidatos a gerar um epítopo conformacional. Como o epítopo da 
região N-terminal apresentou uma similaridade com outras proteínas de Leishmania inferior 
aos outros dois epítopos, ele foi descartado.  
Sendo assim, 13aa foram selecionados para tal e a sequência proposta foi: 
SDPPQYSRLVTSD 
Afim de demonstrar a eficiência das ferramentas de bioinformática na produção 
de epítopos conformacionais que podem ser utilizados em diagnósticos imunológicos foi 
realizada a síntese de peptídeos das duas sequências geradas acima bem como o uso destes 
peptídeos como antígeno em testes ELISA.   
Foram sintetizados os dois epítopos conformacionais preditos utilizando a técnica 
química de FMOC-Synthesis (Machado-De-Avila et al., 2011).  Os peptídeos sintetizados 
foram liofilizados e submetidos ao teste de antigenicidade utilizando a técnica ELISA frente a 
diversos soros de cães com LV e de pacientes com LT.  
Para o peptídeo gerado a partir de Proteína Hipotética de Leishmania infantum 
JPCM5 (XP_001468941.1), por se tratar de um antígeno de L. infantum, a proteína foi testada 
  1 MGFLGFSGDSSESYSLSDNSSKVDDRIKLTYAETVVSLATAFGLVIIVLLDLLYRSTFRH 
 61 AMLLRVQRETRFDGAYILGKPEGSRARIILENGLKTHAFRISDPPQYSRVVPAVVSESRD 
121 AKKDCVEMLSKVRTILAKSYGRCAELMSMRCCLACVTGALPAEQSERFLRIYERVMFCSH 
181 RVNGDEKLVTSDDIRYMHAFFYNNVLKVLQ 
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como antígeno de cobertura no teste ELISA frente a soros de cães com LV. Para realizar a 
comparação da antigenicidade da proteína sintética testada utilizou-se SLA de L. infantum 
(antígeno solúvel de L. infantum) como controle, constituído de todas as proteínas solúveis 
presentes na espécie. A soroteca canina utilizada contendo diversos grupos descritos 
anteriormente na metodologia: 9 Soros Positivos Assintomáticos (SPA), 45 Soros Positivos 
Sintomáticos (SPS), 20 Soros Negativos de Área Endêmica (SNAE), 50 Soros Negativos de 
Área Não Endêmica (SNANE), 30 Soros Vacinados com Leish-tec® (SVLT), 10 Soros com 
Trypanosoma cruzi (STC), 10 Soros Erlichia canis (SEC) e 10 Soros Babesia canis (SBC).  
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Figura 17 – Gráfico com a reatividade dos soros de cães pelo teste ELISA medida em absorbância (ABS) 
utilizando o peptídeo de L. infantum e SLA (antígeno solúvel de L. infantum) como antígenos de cobertura. Em 
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A os soros testadas contra peptídeo de L. infantum. Em B os soros testados contra SLA. SPA, soro positivo 
assintomático; SPS, soro positivo sintomático; SNAE, soro negativo de área endêmica; SNANE, soro negativo 
área não endêmica; SVLT, soro vacinado Leish- Tec®; STC, soro T. cruzi; SEC, soro Erlichia canis; SBC, soro 
Babesia canis. 
Os resultados do teste ELISA para o SLA e para o peptídeo de L. infantum 
sintetizado foram avaliados quanto a sua reatividade e calculados os parâmetros de 
sensibilidade (Se), especificidade (Es) e área sob a curva (AUC) segundo metodologia já 
descrita.    
A figura 17 mostra a Densidade Óptica (em absorbância- ABS) do peptídeo de L. 
infantum sintético e do SLA frente aos grupos de soros de cães com LV, dos controles 
negativos, dos vacinados e dos infectados com outras patologias. 
 Os valores médios de ABS obtidos na reatividade dos soros frente ao peptídeo 
sintetizado de L. infantum foram maiores para os soros positivos, com a média de 0,335 para 
SPA e 0,496 para SPS. Para os soros negativos observa-se absorbâncias menores e 
apresentaram valores médios de 0,044 para SNAE, 0,033 para SNANE, 0,037 para SVLT, 
0,043 para STC, 0,036 para SEC e 0,043 para SBC. Havendo uma ótima distinção entre os 
valores médios entre os grupos de soros positivos e os grupos de soros negativos (figura 17A).  
Tal distinção já não é vista na figura 17B que a presenta as ABS dos soros frente 
ao SLA com as médias dos soros positivos 0,745 para SPA e 1,273 para SPS; e dos soros 
negativos valores médios de ABS de 0,586 para SNAE, 0,271 para SNANE, 0,514 para 
SVLT, 0,979 para STC, 0,886 para SEC e 0,708 para SBC. Observa-se que para as médias 
dos soros negativos STC, SEC e SBC apresentaram valores elevados e similares os grupos de 
soros positivos. 
A curva ROC apresentada na figura 18 mostra a comparação entre a 
funcionalidade do peptídeo de L. infantum sintetizado e do SLA frente a reatividade com os 
grupos de soros de cães. Os valores de sensibilidade das duas curvas ROC mostradas, em azul 
o teste com SLA e em vermelho o teste com peptídeo sintético de L. infantum, apresentam 
valores muito próximos a 1 (100%) de sensibilidade nos dois testes. Estes resultados 
demonstram que não há alteração dos verdadeiros positivos com os dois tipos de antígeno. 
Porém quando se observa a especificidade, valores de falsos negativos, verifica-se que o 
peptídeo sintetizado possui valor próximo a zero, logo apresentando 100% de especificidade; 
e o testes utilizando o SLA em torno de 0,3, ou seja 97% de especificidade, sendo o peptídeo 
sintético mais específico. Tais resultados são confirmados através da acurácia dos testes, que 
para o peptídeo sintetizado apresentou valores 0,992 (99%) e para o SLA 0,850 (85%), 
45 
 
 
demonstrando assim uma maior eficiência no teste utilizando o peptídeo predito sintetizado de 
L. infantum. 
Figura 18– Curva ROC comparando a reatividade de anticorpos presente nos soros dos grupos de 
cães frente ao peptídeo sintetizado e o SLA. A curva ROC do peptídeo predito está representada em vermelho e 
do SLA em azul. No eixo X estão as proporções de verdadeiros positivos e no eixo Y as proporções de falsos 
positivos.  
Testes semelhantes aos descritos acima, que comprovam a antigenicidade dos 
peptídeos gerados com auxílio da bioinformática e sintetizados, foram realizados para a 
Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1). 
Os testes mostrados a seguir são desta proteína testada como antígeno de cobertura no teste 
ELISA frente a soros de pacientes com formas Tegumentares da Leishmaniose, já que o 
peptídeo predito é proveniente de uma proteína de L. brazilensis. 
A soroteca humana utilizada, descrita anteriormente na metodologia, é composta 
de: 20 soros como controle Negativos, 35 soros de pacientes com as manifestações 
Tegumentares de Leishmaniose, sendo 20 soros de pacientes com a forma de Leishmaniose 
Mucosa (muco-cutânea) e 15 com a forma de Leishmaniose Cutânea.  
A figura 19 mostra a reatividade do peptídeo de L. braziliensis e de SLA frente a 
soroteca humana descrita.  Na figura 19A observa-se os valores de ABS apresentados no teste 
ELISA com SLA como cobertura. Este gráfico possui cut-off de 0,55, sendo assim os valores 
abaixo desta ABS foram considerados negativos e valores acima foram considerados 
positivos. Observa-se que o SLA de L. braziliensis detectou como positivo os soros de 
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leishmaniose mucosa e os soros de leishmaniose cutânea, com exceção de um, e todos os 
soros de pacientes com doença de Chagas.  
 
 
 
 
Figura 19– Gráfico com a reatividade dos soros humanos pelo teste ELISA medida em absorbância (ABS) 
utilizando o peptídeo de L. braziliensis e SLA (antígeno solúvel de Leishmania) como antígenos de cobertura. 
Em A os soros testadas contra peptídeo de L. braziliensis. Em B os soros testados contra SLA. Os soros humanos 
utilizados nos testes foram de pacientes com as formas Tegumentar de Leishmaniose Muco-cutânea (L. mucosa) 
e Leishmaniose Cutânea (L. Cutânea), pacientes com doença de Chagas; e como soros negativos pacientes 
sadios. 
 
No entanto a figura 19 B mostra os valores de ABS para os testes ELISA 
utilizando o peptídeo sintetizado de L. brazileinsis em que o valor de cut-off foi de 0,12. Este 
peptídeo detectou apenas os soros com leishmaniose cutânea e mucosa como positivos, sendo 
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os casos negativos e os casos de doença de Chagas classificados no teste como negativos, 
havendo uma maior distinção entre os resultados. 
 De acordo com a tabela 5 o peptídeo sintético de L. braziliensis identificou todas 
as amostras positivas para leishmaniose, sem apresentar resultados falso-positivos, obtendo 
assim 100% de sensibilidade. Em relação ao SLA 34 dos 35 soros positivos para leishmaniose 
foram identificados, apresentando então um (01) resultado falso negativo, obtendo 
sensibilidade de 97%.  
 
Tabela 5 – Estatística de comparação entre o peptídeo de L. braziliensis e o extrato frente ao 
Soro Humano. 
 
Avaliação Sensibilidade  
(VP/Total de Positivos) 
Especificidade 
(VN/Total de Negativos) 
Acurácia 
(VP+VN/P+N) 
Peptídeo 1 (35/35) 1 (30/30) 1 (65/65) 
Extrato SLA 0,97 (34/35) 0,66 (20/30) 0,83 (54/65) 
 
Ao avaliar a especificidade dos dois antígenos verifica-se que o peptídeo 
sintetizado apresentou especificidade de 100%, sendo capaz de identificar todos os soros 
negativos. Porém os testes com SLA mostram uma baixa especificidade de 66%, havendo 
detecção de 10 soros de pacientes com Doença de Chagas como positivos para Leishmaniose. 
Portanto do total de 30 verdadeiros negativos portadores de Doença de Chagas apenas 20 
foram identificados com negativos. 
A tabela 5 também mostra a acurácia (AUC) dos dois antígenos testados, com 
100% de confiabilidade nos testes ELISA que utilizam o peptídeo sintético e 83% de 
confiabilidade nos testes ELISA que utilizam o SLA. 
Tanto os resultados dos testes com o peptídeo sintetizado de L. infantum como os 
resultados com o peptídeo sintetizado de L. braziliensis demonstram que os procedimentos de 
bioinformática mostrados neste trabalho são ferramentas eficazes na construção de epítopos 
conformacionais que tornam os diagnósticos imunológicos das Leishmanioses mais 
específicos e mais confiáveis.  
Tais resultados geraram o depósito de duas patentes de Invenção. A patente de 
invenção BR 10 2016 029501 7, intitulado “Peptídeo Conformacional, Método e Kit para 
Diagnóstico da Leishmaniose Visceral”, depositada em 15 de dezembro de 2016, trata-se do 
peptídeo de L. infantum sintético com sua respectiva sequência obtidos a partir da proteína 
(XP_001468941.1), o método in silico utilizado para se obter a sequência epitópica e o kit de 
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diagnóstico para LV (Coelho et al., 2016). E a patente de invenção BR 10 2017 013604 3 com 
o título “Peptídeo Conformacional Recombinante, Kit e Método para Diagnóstico das 
Leishmanioses, e Uso” , depositada em 22 de junho de 2017. Trata-se de um peptídeo 
conformacional obtido a partir da proteína de L. braziliensis (XP_001568689.1), o kit e 
método para o diagnóstico das Leishmanioses (Coelho et al., 2017). 
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5 DISCUSSÃO 
 
As Leishmanioses são doenças negligenciadas e por estarem relacionadas a 
presença dos vetores em regiões tropicais e subtropicais apresentam ampla distribuição 
geográfica. Apesar de serem descritas como doenças antigas são ainda hoje um grande 
problema de saúde pública em 102 países (Burza et al., 2018). Segundo a OMS em 2016 sete 
países foram os responsáveis por aproximadamente 90% dos casos de LV. Este quadro não 
difere muito para LT onde 84% da incidência mundial da doença é relatada em 10 países 
(WHO, 2018).  No Brasil é considerada como uma das grandes endemias (Alvar et al., 2012). 
O número de casos de LT no Brasil, segundo o Ministério da Saúde em 2016, foram de 
12.690 novos casos e de LV 3200 novos casos (Ministério da Saúde, 2016).  
Em virtude deste cenário das Leishmanioses no Brasil e no mundo faz-se 
necessário a adoção de políticas de controle que busquem medidas de profilaxia eficazes 
(Alvar et al., 2012). Dentre tais medidas destacam-se as medidas de controle dos reservatórios 
com diagnóstico eficiente e tratamento adequado de animais, principalmente cães que se 
encontram inseridos em áreas de comum acesso ao homem e são considerados nas áreas 
urbanas os principais reservatórios da infecção (Coura-Vital et al., 2013); Além disso não 
menos importante as medidas de controle dos casos humanos, em que são necessários o 
diagnóstico oportuno e tratamento adequado das pessoas infectadas (Ministério da Saúde, 
2017). 
Para um diagnóstico mais eficiente das Leishmanioses deve-se levar em 
consideração aspectos epidemiológicos e o quadro clínico dos pacientes associados a testes 
laboratoriais. Por ser uma doença de amplo espectro clínico na maioria das vezes não é 
possível se chegar ao diagnóstico sem a realização de testes sorológicos ou parasitológicos 
(Hirschmann et al., 2015). Sendo assim, existem várias metodologias a serem utilizadas para 
tal finalidade, porem cada método de diagnóstico laboratorial possui vantagens e 
desvantagens que devem ser avaliadas de acordo com o caso (Lunedo et al., 2012). Os 
métodos parasitológicos por exemplo são considerados de alta especificidade para o 
diagnóstico da LT, porém é necessária coleta do material sendo considerado invasivo. Além 
disso sua sensibilidade varia dependendo da localização geográfica, espécie do parasita e 
estágio da lesão. Para ser considerado mais sensível é recomendado a associação de múltiplos 
testes (WHO, 2010; Ministério da Saúde, 2014). Para o diagnóstico parasitológico da LV a 
punção esplênica é altamente invasiva, porém é a amostra de maior sensibilidade, cerca de 
90%, e essa limitação se deve a distribuição do parasita nos tecidos (Srivastava et al. 2013; 
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Burza et al. 2018). Entre os métodos parasitológicos a técnica de PCR apresenta vantagens 
como aumento da sensibilidade, que pode ser variável de acordo com a metodologia adotada e 
a região alvo da amplificação (De Paiva-Cavalcanti et al., 2015; De Morais et al., 2016). No 
diagnóstico de LV humana a PCR convencional pode chegar a 97,78% de sensibilidade e 
100% de especificidade, e para LV canina 98,7% de sensibilidade e 96,4% de especificidade 
(De Paiva-Cavalcanti et al., 2015). As desvantagens desta técnica estão relacionadas ao alto 
custo, ao uso de equipamentos e infraestrutura laboratorial especializada, a necessidade de 
técnicos capacitados e ao risco de contaminação durante a realização dos exames (Ministério 
da Saúde, 2017).O teste de Hipersensibilidade de Montenegro é usado apenas para o 
imunodiagnóstico de LT cutânea e mucocutanea, já que não é positivo para LV e nem para LT 
difusa. Esta metodologia também está limitada ao diagnóstico de doenças agudas, pois 
doenças crônicas podem apresentar uma diminuição da resposta imune (Weigle et al., 2002).  
Portanto os testes sorológicos têm sido uma alternativa de fácil execução, baixo 
custo e que diminui a necessidade infraestrutura laboratorial e equipamentos sendo pouco 
invasivos (Nicolato et al., 2013). No entanto a sensibilidade e a especificidade destes testes 
podem variar devido a diversos fatores como a metodologia empregada, a resposta imune do 
paciente e ao antígeno utilizado no teste. Dentre os testes imunológicos pode-se listar: a 
aglutinação direta com sensibilidade 99% e especificidade 98,2% para diagnóstico de LV 
segundo Oliveira et al. (2013). Todavia a técnica possui limitações quanto a sua execução, 
longo tempo de incubação e reatividade cruzada com outros tripanossomatídeos (Sarkari et 
al., 2018); a técnica de RIFI que é amplamente utilizada por possuir vantagens como na coleta 
do material, não necessitando de infraestrutura laboratorial nem pessoal especializado. Porém 
o teste apresenta normalmente especificidade baixa, tendo reatividade cruzada em pacientes 
com tuberculose, toxoplasmose, malária, febre tifoide ou brucelose.  Sendo assim, esta 
metodologia normalmente é empregada como triagem e devem estar associados a outros teste 
(Hirschmann et al., 2015; Ministério da Saúde, 2017); e o teste ELISA que é um método 
sorológico acessível, de média complexidade para sua execução, porém de maior 
confiabilidade quando comparado aos outros métodos sorológicos, porém sua especificidade e 
sensibilidade ainda pode ser variável dependendo da metodologia e do antígeno utilizado 
(Burza et al., 2018).  
Na busca incessante por testes mais rápidos, de fácil execução e com preço 
acessível vários kits de diagnóstico vêm sendo estudados e lançados no mercado. 
Normalmente estes kits são baseados nas técnicas de imunocromatografia ou de ELISA, 
porém o que se tem visto é que o grande diferencial não está na metodologia empregada e sim 
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na escolha de um bom antígeno que seja altamente específico (Assis et al., 2008; Srivastava et 
al., 2013). 
Sabendo que os diagnósticos das várias formas de Leishmaniose são falhos a 
comunidade científica busca uma metodologia que seja mais confiável, mais sensível e 
específica. Com este intuito vários trabalhos têm sido realizados na busca por antígenos para 
produção de kits diagnóstico mais eficientes para os diversos tipos de Leishmaniose. Tais 
pesquisas propõem a utilização de antígenos quimicamente definidos e específicos tanto para 
os diagnósticos da LT e da LV humana quanto para o diagnóstico canino (Lira, 2005; De 
Paiva-Cavalcanti et al., 2015).  
Um antígeno muito utilizado e testado no diagnóstico da LV é o antígeno 
recombinante K39 (rK39), que possui um epítopo muito conservado entre as espécies de 
Leishmania com tropismo para os órgãos viscerais, este também tem se mostrado sensível e 
específico para o diagnóstico da LVC (Lira, 2005). Outro recombinante muito utilizado para o 
diagnóstico da LV é o A2, esse antígeno é expresso em amastigotas. Segundo revisão feita por 
De Paiva-Cavalcanti et al. (2015) alguns trabalhos demonstram também que o uso de gp63 
recombinante ou purificado, gp72 ou gp70 que melhoram a sensibilidade e especificidade do 
teste ELISA. 
Sendo assim vários trabalhos do nosso grupo tem se baseado na identificação por 
imunoproteômica feita por Coelho et al. (2012) de proteína presentes nas formas 
promastigotas e formas amastigotas de Leishmania infantum e L. braziliensis que foram 
reconhecidas por soros de cães com LV e nos resultados obtidos por Duarte et al. (2017) que 
demonstram a reatividade destas proteínas frente  a soros de pacientes com LTH. Diversas 
proteínas Hipotéticas purificadas, sintetizadas ou recombinantes foram testadas pelo grupo 
para fins de diagnóstico imunológico das Leishmanioses (Costa et al., 2014; Lage et al., 
2016b, 2016a; Lima et al., 2017). Tais avanços inovadores são importantes na compreensão 
da biologia molecular dos parasitas e permitem o desenvolvimento de ligantes de alta 
afinidade para vários alvos macromoleculares. Portanto, análises de proteômica e de 
Bioinformática têm se mostrado importantes ferramentas, tanto para identificação de proteínas 
utilizadas como diagnóstico ou vacinas como para tratamento das Leishmanioses (Martins et 
al., 2015; Ferreira e Andricopulo, 2018). Ravooru et al. (2014) mostra que a análise in silico 
de proteínas hipotéticas de importantes vias metabólicas podem ser alvos de novas drogas 
para o tratamento das Leishmanioses. 
No presente trabalho 12 proteínas descritas no trabalho de Coelho et al. (2012), 
com potencial para serem utilizadas como imunobiológicos, foram analisadas por meio de 
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programas de Bioinformática. Tal metodologia foi utilizada como ferramenta para se 
encontrar antígenos ideias que possam ser utilizados no diagnóstico imunológico das 
leishmanioses. As sequências de aminoácidos das proteínas de Leishmania foram obtidas 
através do GenBank, banco de dados do NCBI de uso público que contém informação sobre 
sequências nucleodídicas de aproximadamente 260.000 espécies 
(http://www.genebio.ufba.br). Os dados obtidos no GenBank demonstraram que 6 proteínas 
analisadas são descritas no gênero Leishmania com função conhecida e 6 proteínas são 
descritas como hipotéticas, ou seja, ainda não possuem função biológica conhecida. Tais 
proteínas estão sendo testadas em diversos trabalhos do grupo com objetivo  
A partir das sequências proteicas e dos dados de cada proteína analisada foi 
verificada a similaridade destas sequências com outras proteínas de Leishmania assim como 
com proteínas do gênero Trypanosoma utilizando para tal o programa Blast com o algoritmo 
Blast-p (protein-protein BLAST) e parâmetro non-redundante.  
Uma proteína que seriam uma boa candidata a antígeno diagnóstico deve conter 
sequências conservadas no gênero Leishmania, dando mais sensibilidade ao teste, e regiões 
pouco conservadas em Trypanosoma, tornando-o mais específico e com menos reações 
cruzadas. As reações cruzadas entre os tripanosomatideos tem sido descrita na literatura como 
a principal desvantagem dos testes ELISA (Nascimento, 2012; Ribeiro et al., 2015). 
Trabalhos como o de Matos et al., (2015) e Santos et al., (2016) demonstram a ocorrência da 
reatividade cruzada entre Doença de Chagas e Leishmaniose em regiões endêmicas, 
demostrando ser um grande problema para o diagnóstico das duas doenças. Portanto, as 
análises de similaridade das duas proteínas demonstradas neste trabalho, Proteína Hipotética 
de Leishmania infantum e Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) evidenciam o potencial de ambas de serem bons 
antígenos diagnósticos.  
Contudo, um bom antígeno deve primeiramente ser reconhecido pelo sistema 
imunológico. Desta forma deve existir uma ligação molecular específica, interação 
complementar das bases, entre a região de ligação do receptor de células B ou T e uma porção 
do antígeno, conhecido como epítopo (Kozlova, 2016). Tal interação resulta na ativação de 
uma resposta imune específica contra o antígeno. Os linfócitos B que fazem este 
reconhecimento passam a produzir anticorpos específicos sendo que esta interação com 
antígenos ocorre quando estes estão livres em solução. Sendo assim, epítopos para fins de 
diagnóstico normalmente se referem a epítopos reconhecidos por Linfócitos B (Kozlova, 
2016). Vários programas de bioinformática podem ser utilizados na busca de epítopos 
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específicos, tanto de células B quanto de células T, neste trabalho foi utilizado o programa 
ABCpred que prediz epítopos lineares específicos de linfócitos B. Tal programa tem como 
principal vantagem a sua disponibilidade gratuita na web e seu fácil manuseio, não sendo 
necessário o domínio de uma linguagem computacional (Sanchez-Trincado et al., 2017).  
As sequências proteicas avaliadas neste trabalho foram alinhadas com as 
sequencias similares obtidas no Blast, além de analisada a similaridade dos aminoácidos 
através do programa Clustal Ômega, destacando assim as regiões de maior e menor 
similaridade. Sendo assim, as regiões epitópicas obtidas no ABCpred foram marcadas em 
cada sequência proteica e marcadas nas sequências alinhadas pelo Clustal Ômega. Tais 
sobreposições das análises proporcionam maior confiabilidade das análises in silico.   
Em trabalho anterior do nosso grupo epítopos lineares e conformacionais gerados 
a partir da combinação dos programas IEDB, Bepipred e ABCpred se mostraram bons 
candidatos a antígeno diagnóstico das leishmanioses. Estes resultados confirmam que a 
sobreposição de análises de programas para geração de epítopos é eficiente e dá mais 
confiabilidade as análises in silico (Lage et al., 2016b). 
Dos 8 possíveis epítopos lineares reconhecidos por linfócitos B na Proteína 
Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 (XP_001468941.1) verificou-se que a maior parte 
dos aminoácidos são conservados para no gênero Leishmania.  Porém as regiões epitópicas 
quando alinhadas com as sequências de Trypanosoma se mostram pouco conservadas, 
confirmando assim a possível utilização dos epítopos específicos no diagnóstico das 
Leishmanioses. 
Para Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 
(XP_001568689.1) das 3 regiões epitópicas sugeridas pelo ABCpred duas podem ser 
consideradas potencialmente como bons epítopos diagnósticos por serem altamente 
conservadas em Leishmania e pouco conservadas em Trypanosoma. Estes resultados 
demonstram que os epítopos gerados apresentam tanto regiões ideais como regiões que 
provavelmente levariam a reatividade cruzada com ligação de anticorpos gerados por outras 
infecções, incluindo patógenos do gênero Trypanosoma.  
Estes resultados também mostram a necessidade de geração de epítopos 
conformacionais composto de diversos fragmentos dispersos ao longo da sequência da 
proteína e reunidos na proximidade espacial quando a proteína é enovelada (Huang et al., 
2006). Ainda, este tipo de estrutura epitópica mimetizaria epítopos reais, pois a maioria dos 
epítopos reconhecidas por linfócitos B são conformacionais e não lineares (Sanchez-Trincado 
et al., 2017).  Lage, et al. (2016b) mostra que quando testados dois epítopos sintéticos lineares 
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e um epítopo sintético conformacional de células B gerados a partir de proteínas de L. 
infantum o epítopo conformacional demonstra maior eficiência como antígeno diagnóstico 
quando comparado aos epítopos lineares. 
Sendo assim, foi utilizado o programa IEDB para gerar os epítopos 
conformacionais com algorítimo Emini Surface Acessibility Prediction buscando os 
aminoácidos mais acessíveis gerando assim através da sobreposição das análises de 
bioinformática as sequências peptídicas com maior probabilidade de serem bons epítopos 
conformacionais para uso de diagnósticos. Deve-se ressaltar que o IEDB é um programa que 
contém um enorme banco de dados com mais de 600.000 epítopos únicos, incluindo 
peptídeos imunogênicos, produtos químicos entre outros. Além de ser disponível 
gratuitamente online a IEDB disponibiliza observações sobre como os epítopos foram 
identificados, sobre o tipo de imunização, o tipo de antígeno, o tipo de ensaio e sobre algumas 
análises dos peptídeos o que dá mais confiabilidade ao programa (Kozlova, 2016).  
Os peptídeos gerados a partir das análises anteriores foram testados como 
antígenos diagnósticos do método ELISA, confirmando assim a proposição de que a 
bioinformática se mostra uma importante ferramenta de auxílio na busca por epítopos e 
antígenos a serem utilizados em imunodiagnósticos.    
Quando se utilizou o peptídeo de Leishmania infantum JPCM5 
(XP_001468941.1) no teste ELISA frente a reatividade da soroteca canina observa-se um 
aumento da eficiência do ELISA se comparado ao teste ELISA com cobertura de SLA 
(antígeno solúvel de L. infantum). Nas análises da curva ROC o peptídeo sintético de L. 
Infantum apresentou uma semelhança ao SLA quanto a sua sensibilidade (próximos a 100%) 
demosntrando assim que os dois antígenos reagem com todos os soros positivos, não havendo 
falsos negativos. Os testes revelam porém um aumento na especificidade (100%) quando 
utilizou-se o peptídeo sintético comparado ao SLA (97%). Isto indica que o peptídeo 
sintetizado de L. infantum é capaz de diminuir as reações cruzadas frequentes no diagnóstico 
na LVC, diferentemente do SLA que é reativo principalmente em amostras de cães com 
outras patologias, gerando um percentual de 3% de diagnósticos falso positivos. A acurácia 
obtida no nosso trabalho para o peptídeo sintetizado de L. infantum foi de 0,992 (99%) e para 
o SLA 0,850 (85%), demonstrando assim uma maior eficiência no teste utilizando o peptídeo 
sintetizado.  
 Os resultados obtidos no ELISA de SLA corroboram com o trabalho de validação 
do teste EIE para o diagnóstico da leishmaniose visceral canina (EIE-LVC) produzido pelo 
Instituto de Tecnologia em Imunobiológicos (Bio-Manguinhos) que mostra a acurácia do teste 
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ELISA composto de antígenos solúveis e purificados de Leishmania (Nascimento 2012). Este 
teste é comercializado hoje em todo Brasil e recomendado pelo Ministério da Saúde como 
teste confirmatório da LVC (Ministério da Saúde, 2014). No trabalho de Nascimento (2012) 
foram analisados 802 cães de áreas endêmicas, os dados da curva ROC mostraram 
sensibilidade entre 87,6% a 89,9%, especificidade entre 89,4% a 91,6% e acurácia variando 
de 0,94 a 0,92, credenciando o teste para o diagnóstico em população de cães.  
Diversos trabalhos que mostram há um aumento da especificidade do teste 
sorológicos quando são utilizados antígenos purificados, sintéticos ou recombinantes 
(Akhoundi et al., 2013; Martins et al., 2015; Lage et al., 2016b). Em um trabalho realizado 
por Porrozi et al. (2007) foi testada a performance do teste ELISA no diagnóstico da LVC 
utilizando antígenos solúveis em comparação com ELISA de os antígenos recombinantes 
rK26 e rK39 de L. infantum e rA2 de L. donovani. Os resultados mostram que os antígenos 
recombinantes de L. infantum aumentam a sensibilidade de 88% do antígeno solúvel para 
94% do rK26 e 100% do rK39 em cães sintomáticos, além do antígeno rA2 que tem a maior 
sensibilidade de 88% para os cães assintomáticos mostrou-se o único capaz de detectar 
infecção canina por outros agentes (Leishmania braziliensis and Leptospira interrogans) com 
especificidade de 98%. Obtendo-se uma maior confiabilidade para estes métodos sorológicos 
o grande problema da LV pode ser solucionado, o diagnóstico e controle do principal 
reservatório urbano da doença, o cão (Ministério da Saúde, 2014). O controle epidemiológico 
da LVC mais efetivo traz imensos benefícios à população canina e humana (Coura-Vital et 
al., 2013). 
Os testes ELISA realizados com o peptídeo sintético da Proteína Hipotética de 
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) frente a soroteca humana 
de pacientes com formas Tegumentares da Leishmaniose apresentaram resultados 
extremamente satisfatórios no que diz respeito a sua eficiência. Observou-se uma diminuição 
do cut-off trazendo mais precisão ao teste quando comparadas ao SLA. Houve uma distinção 
clara entre soros positivos e negativos, o peptídeo sintético detectou como positivos todos os 
soros de pacientes com LC e LMC, apresentando 100% de sensibilidade. Além de apresentar 
100% de especificidade sem reações cruzada com soros de pacientes com Doença de Chagas, 
esta eficácia nos resultados não foi observada no teste ELISA com SLA, com sensibilidade de 
97%; e baixa especificidade de 66%, havendo detecção de 10 soros de pacientes com Doença 
de Chagas como positivos para Leishmaniose, demonstrando assim elevado índice de reações 
cruzadas. O ELISA utilizando o peptídeo sintético apresentou acurácia (AUC) de 100% em 
contrapartida e o ELISA com SLA apresentou acurácia de 83%. 
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Em estudo realizado por Cataldo et al. (2010) foi comparado o desempenho do 
teste ELISA com uso de duas frações diferentes de antígeno de cobertura, antígeno total 
solúvel (SF) e antígeno fracionado da membrana (MF) de L. braziliensis para o diagnóstico de 
LTA em soros humanos.   A sensibilidade encontrada foi de 89,5% para os dois antígenos e a 
especificidade de 89,5% para SF e 93,4% para MF, o que mostra uma maior eficiência dos 
antígenos de membrana quando comparados com o antígeno total de L. braziliensis. Tais 
dados apresentam-se semelhantes aos dados obtidos no presente trabalho, onde a proteína 
sintética aumenta a especificidade dos testes ELISA quando comparada ao ELISA de 
antígeno solúvel total. Porém, Cataldo et al. (2010) realiza testes apenas com soros de 
pacientes com LTA e soros negativos de indivíduos saudáveis não portadores de infecções 
similares como Doença de Chagas. Assim, não foi testada a reatividade cruzada com o gênero 
Trypanosoma, muito comum nestas infecções.   
O trabalho de Weigle et al. (2002) revela que mesmo utilizando o método 
parasitológico, considerado padrão ouro para o diagnóstico da LT, ocorre variação da 
especificidade e da sensibilidade dos testes. Para os pacientes com LT aguda a PCR 
apresentou maior sensibilidade (75,7%) do que exame microscópico de raspagem da lesão de 
Giemsa (46,7%), cultura de biópsia (55,3%), cultura de aspirado (46,3%) e os métodos 
convencionais combinados (70,2%).  Estes dados revelam uma sensibilidade baixa do PCR 
quando comparados da sensibilidade do teste ELISA utilizando o peptídeo sintético de L. 
braziliensis (100%) obtidos pelo presente trabalho. 
Tanto na análise da Proteína Hipotética de Leishmania infantum JPCM5 
(XP_001468941.1) e quanto na análise da Proteína Hipotética de Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904 (XP_001568689.1) verifica-se um melhor desempenho do ELISA 
aumentando a confiabilidade do diagnóstico. O uso dos peptídeos sintéticos como antígeno de 
cobertura do teste ELISA aumentou a sensibilidade e principalmente a especificidade do 
método potencializando assim seu poder de distinção de verdadeiros positivos e verdadeiros 
negativos no diagnóstico das Leishmanioses, aumentando a eficiência desta metodologia.   
Portanto este trabalho demonstrou que a metodologia proposta de análises por 
bioinformática se mostrou uma excelente ferramenta na busca de antígenos específicos para 
fins diagnósticos quando se trata da construção de epítopos conformacionais de linfócitos B.   
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CONCLUSÃO 
 
Neste trabalho foram analisadas por Bioinformática 12 proteínas de Leishmania 
afim de predizer possíveis epítopos que possam ser utilizados no diagnóstico das 
Leishmanioses. O presente trabalho concluiu que a combinação de programas de 
bioinformática disponíveis gratuitamente na web é uma metodologia eficiente na predição de 
epítopos específicos para linfócitos B, sendo capaz de detectar possíveis epítopos 
conformacionais e assim sintetizá-los.  
Os testes de reatividade dos soros contra os peptídeos sintetizados tanto de L. 
infantum como de L. braziliensis produzidos a partir da análise in silico aumentaram a 
sensibilidade e especificidade do teste ELISA quando comparados ao extrato total solúvel 
(SLA). Os peptídeos sintéticos apresentaram menor reatividade cruzada frente anticorpos de 
Trypanosoma e frente portadores de outras patologias, tanto no teste com soroteca humana 
quanto com soroteca canina.  Além disso, o aumento da confiabilidade do teste ELISA foi 
confirmado por meio da curva ROC que mostrou uma maior acurácia quando foram utilizados 
os peptídeos sintéticos obtidos por análise combinada de Bioinformática. Pode-se concluir 
que a metodologia proposta por este trabalho se mostra uma ferramenta eficaz na busca bons 
candidatos a antígeno que possam ser utilizados no sorodiagnóstico das Leishmanioses.  
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 ANEXO A – SEQUÊNCIAS DE AMINOÁCIDOS OBTIDAS ATRAVÉS DO 
GENBANK 
 
 
 
XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 
  1 MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNRAWGLRFECASCNEKSAGMMYVNQTEQHERDGGMHN 
 61 FVSKCKLCKADITADVLSVPAGTGYYSAVEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWMIVT 
121 AGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK 
 
XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
  1 MSAENCGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLKNQG 
 61 VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDAIYDQQQKDREIAKARAEADEADD 
121 E  
 
XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
  1 MDRFGAGAALVSVGSSTGATCPAEAKSLKAAADGDTTGSSPDSRPAAGEPHPGGEDEASL  
 61 ADTCGSVGKEADDNAVTGDNGGDTEADAAGAEEEELSPEEDGGQGDEDAEDVVEDVGYAE 
121 EEHADEEEYEYEPEDAVADPSATASSSSKPLMITIGTRQYKTSAFVKNRGLSYVPGKLKS  
181 NPKATFQPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSLK  
241 MRICRRDVEPQKGETHNPATCSDLHLLPDIVFVGIPGLRTAYFEAELRHNLAFGKLKEEA  
301 WETQCGTWCRGTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAAIPDLTPSRPAQATDSN  
361 KRARGRGRGDRGGRGRENCRGRGRGSRGAAAIPLPAAFERGYVAPSQDSAPQASSITTRA  
421 SGAENHVKSPHDALAEADWMTDNGDEGSPIDYRMLSVLLVLLGVFVFLLSVALHRKSNPA  
481 STAP  
 
 
XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]  
  1 MSLKDVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEG  
 61 ERKAWGGPVRVAAPELRMPAPAAAKAVRSDAAAEKRAAPKAAAVAPPSAAAAEEDDDDID 
121 LFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQ 
181 RDGLIWGDHKLVPVAFGVKKLQQLIVIEDDKVSGDDLEEMIMGFEEEVQSMDIVAWNKI  
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XP_001562623.1 putative endonuclease III  
[Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 
  1 MSKHSFTPPSNWAQLFARLEDYRKHLLAPVDTMGCHRLHDENAPKEVQRFQTLVALMLSA  
 61 QTKDIVTATAMDALIKRGLTAQSIHAMTTTELDMHICKVGFHNTKVKHIKEVAAILIKDY  
121 GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE  
181 DTRKALESWLPQKHWGTINSLMVGLGQTVCTPLYPKCGICELSDICPNAFKEVQQKGLRT  
241 KAPTERRQEPVPQKKRRIK  
 
XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5] 
  1 MQQAPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI 
 61 CFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL  
121 VGNKVDCADRQVKAKMITFHRKKGLQYYDISAKSNYNFEKPFVWLAKKLANDPELMLVEV  
181 PMLDTDVVALTAEQVAALEAEQQAMANAPLPMGDDE  
 
 
XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor  
[Leishmania infantum JPCM5] 
  1 MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGE 
 61 VAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEKIENEEERKVFQTNAAAFVK 
121 KVLKDIDEYQFFIPEGNDEDPDNGMIVLCRWDGETPRFYFWKDGLKGERV  
 
 
XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5] 
  1 MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYV 
 61 PRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 
121 RKEAESCDCLQGFQLSHSLGGGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMMTFSVIPSPRVSDTVV  
181 EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCL  
241 RFPGQLNSDLRKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMM  
301 QAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKG  
361 LKMSVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS  
421 EYQQYQDATVEEEGEYDEEEEAY  
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XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5] 
  1 MQMQGNMYPRQMEWAVHQQQPQSMQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGSMPGMMIGQ  
 61 QPGGGMMDGLSTYGPRPMIRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGAAGMGG  
121 VNNLQNGNAALFAAGSAGQASEGNSINFNGIFNSAVNPQVQSSVAVQDDGKPLPFPPGNL  
181 LAQYPPEYQQQLIFYYRLLRLQYPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQR  
241 KKEPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQPPPPMEHALPSEVMCRTTSNLSGGLKRQSSLRR  
301 QNSMRRNEVNQLKNEGSLKRLPSMRQQ  
 
 
XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3  
[Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103] 
 1 MSEIKYENGQPGYSGNTVVKCFKDNGNGLLFRIVNDEEHKWAFYNDTTNYQMMVKVAFGK  
61 DSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA  
 
67 
 
 
ANEXO B – ANÁLISE DE SIMILARIDADE COM OUTRAS PROTEÍNAS DE 
LEISHMANIA E DE TRYPANOSOMA OBTIDAS PELO BLAST 
 
 
XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 
 
 
 
XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
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XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
 
XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta  
[Leishmania infantum JPCM5]  
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XP_001562623.1 putative endonuclease III  
[Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 
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XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
 
 
 
XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania 
infantum JPCM5] 
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XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5] 
 
 
XP_001468360.1 hypothetical protein,  unknown function   
[Leishmania infantum JPCM5] 
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XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 
[Leishmania mexicanaMHOM/GT/2001/U1103] 
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ANEXO C – ANÁLISE COMBINADA DA PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS DO ABCPRED 
COM A SIMILARIDADE OBTIDA PELO BLAST ENTRE AS PROTEÍNAS DE 
LEISHMANIA 
 
XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 
 
   XP_001563094.1   ---------MTVEESEGVEQIVPAKNRTWGLRFQCASCNEESTGMMYVHVAEQYERDGGT 51 
   XP_003873146.1   --MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNRAWGLRFECASCNEKSAGMMYVNQTEQHERDGGM 58 
   XP_001681647.1   LIMPVFHAVMSVKESERVERIAPVKNRAWGLRFQCASCNEESTGMMYVNQTEQHERDGGM 240 
   XP_003392281.1   --MPVFHAVMSVKESEGVERIAPVKNRAWGLRFQCASCNEESAGMMYVNQTEQHERDGGM 58 
                             *:*:*** **:*.*.***:*****:******:*:*****: :**:*****  
 
   XP_001563094.1   HNLIFKCKLCKADITADVLPVPAGTGYYSAE-ENSANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWIV 110 
   XP_003873146.1   HNFVSKCKLCKADITADVLSVPAGTGYYSAVEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWMI 118 
   XP_001681647.1   HNFVSKCKLCKADITADVLPVPAGTGYYSAEEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWMI 300 
   XP_003392281.1   HNFVSKCKLCKADITADVLPVPEGTGYYSAEEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWIV 118 
                    **:: ************** ** *******  ** ***********************:: 
 
   XP_001563094.1   VAAGGGSFEDADLSQEWYDYDEGAQAAVSVVGVSIGFEKSKKK 153 
   XP_003873146.1   VTAGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK 161 
   XP_001681647.1   VTAGGGLFEDVDLSQEWYDYDESSQATVSVAGVSVDFEKSKKK 343 
   XP_003392281.1   VTVGGGLFEDVDLSQEWYDYDESSQAAVSVAGVSVEFEKSKKK 161 
                    *:.*** ***.*********** ::*:***.***: ******* 
 
 
XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_010697117.1   MSNENGGNAVVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVTISALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
   XP_001563170.1   MSNENGGNAVVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVTISALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
   XP_003873246.1   MSAENGGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLNEGYPEVIISALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
   XP_001464059.1   MSAENCGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
   XP_003859239.1   MSAENGGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
   XP_001681789.1   MSAENGGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVIVSALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
   AAK81869.1       MSAENGGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVIISALGTAIADAVSVVELLKNQG 60 
                    ** ** ***:********************:****** :********************* 
 
   XP_010697117.1   VVTVKKICTARAQFDDVRSTTTDKIEVTVVKSPDFDAIYDQQQKDREAAKASALTCEGND 120 
   XP_001563170.1   VVTVKKICTARAQFDDVRSTTTDKIEVTVVKSPDFDAIYEQQQKDREAAKASAATCEGND 120 
   XP_003873246.1   VVEVKKICTSRAQFDDVRTTTTDKIEVVVVKSADFDAIYEQQQRDREIAKARAEAGEADD 120 
   XP_001464059.1   VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDAIYDQQQKDREIAKARAEADEADD 120 
   XP_003859239.1   VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDAIYDQQQKDREIAKARAEADEADD 120 
   XP_001681789.1   VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPEFDAIYEQQQKDREIAKARAEAGEADD 120 
   AAK81869.1       VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPEFDAIYEQQQKDREIAKARAEAGETDD 120 
                    ** ******:********:********.**** :*****:***:*** *** * : * :* 
 
 
XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_001566432.1   MDSFDTGATLASACSSVGAAYPAEAQSLKAAADGDTSDSSAGSPLAVGGPLQAGEGESSV 60 
   CCM17208.1       MDSFDTGATLASSGSSVGAAYPAEAQSLKAAADGDTSDSSAGSPLAVGGPLQAGEGESSV 60 
   XP_010700691.1   MDSFDTGATLASSGSSVGAAYPAEAQFLKAAADGDTSDSSAGSPLAVGGPLQAGEGESSV 60 
   XP_003872478.1   MDRLGAGAALVSVGSSTGTTCPADAKSLKAAADGDTASSSPDSPPAAGELHPGEEDEASL 60 
   XP_001466606.1   MDRFGAGAALVSVGSSTGATCPAEAKSLKAAADGDTTGSSPDSRPAAGEPHPGGEDEASL 60 
   XP_003722158.1   MDGFRAGASLVSVGSYTGATCPAEAKPLKAAADGDTTGSSPDSPPAAGEPHPGGEDEASL 60 
                    ** : :**:*.*  * .*:: **:*: *********:.** .*  *.*    . *.*:*: 
 
 
   XP_001566432.1   SNPKATFEPCTTNAPHSILDCQKLHLNNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKKTLLHNPGRSH 237 
   CCM17208.1       SNPKATFEPCTTNAPHSILDCQKLHLNNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKKTLLHNPGRSQ 237 
   XP_010700691.1   SNPKATFEPCTTNAPHSILDCQKLHLNNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKKTLLHNPGRSQ 237 
   XP_003872478.1   SNPKATFEPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLHHPGRSL 233 
   XP_001466606.1   SNPKATFQPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSL 239 
   XP_003722158.1   SNPKATFEPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVGDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSL 239 
                    *******:******************.****** ***************::**::****  
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   XP_001566432.1   PWETQCGTWCRSTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPTPPHRPLAAIPDLTPSRPPQVTDL 357 
   CCM17208.1       PWETQCGTWCRSTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPTPPHRPLAAIPDLTPSRPPQVTDL 357 
   XP_010700691.1   PWETQCGTWCRSTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPTPPHRPLAAIPDLTPSRPPQVTDL 357 
   XP_003872478.1   AWETQCGTWCRGMRSHVVTTCRFLHYNRGNNYTEKPTPPHRPLAAIPDLTPSRPPQATDS     353 
   XP_001466606.1   AWETQCGTWCRGTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAAIPDLTPSRPAQATDS 359 
   XP_003722158.1   AWETQCGTWCRGTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTERPVPPHRPLAAIPDLTPSRPPQATDS 359 
                     **********. ****************:****:* ***************** *.**  
 
 
XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]  
 
   XP_001568778.1   --MSTLKEINGRLNSQPFVSGFSPSSEDARIFGEMFGSN-SNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   CCM19484.1       --MSTLKEINGRLNSQPFVSGFSPSSEDARIFGEMFGSN-SNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   XP_010703083.1   --MSTLKEINGRLNSQPFVSGFSPSSEDARIFGEMFGSN-SNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   XP_001686715.1   --MSTLKEVNGRLNTQPFVSGFSPSSEDARIFNEMFGSN-VNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   XP_001469731.1   --MSTLKEVNGRLNAQPFVSGFSPSSEDARIFNEMFGSN-VNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   XP_003865264.1   --MSTLKEVNGRLNAQPFVSGFSPSSEDARIFNEMFGSN-VNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   AAV32818.1       DVSKKAAELEARLGGKLFLGGAKPTAEDVRMLNDLLGANHASLYRWVKNMATYTEGERKA 64 
   XP_001564367.1   DVSKKAAELEARLGGKLFLGGAKPTAEDVRMLNDLLGANHASLYRWAKNMATYTEGERKA 64 
   XP_001564361.1   ------------------------------MLNDLLGANHASLYRWAKNMATYTEGERKA 30 
   XP_003878670.1   DVSKKAAELESRLSGKLFLGGAKPTAEDVKAFNDLLGANHVSLYRWAKNMATYTEGERKA 64 
   XP_003878672.1   DVSKKAAELESRLSGKLFLGGAKPTAEDVKAFNDLLGANHVSLYRWAKNMATYTEGERKA 141 
   XP_010698286.1   DVSKKAAELEARLGGKLFLGGAKPTAEDVRMLNDLLGANHASLYRWVKNMATYTEGERKA 178 
   XP_003874487.1   --MSTLKEVNGRLNAQPFVAGFSPSSEDARIFSEMFG-NHPNVIQWVARMASYYQAERDE 57 
   XP_001686175.1   DVSKKAAELESKLSGKLFLGGAKPTAEDVKAFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYAEGERKA 64 
   XP_001468460.1   DVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEGERKA 64 
   AAU10517.1       ------------------------------------------------------------ 0 
 
   XP_001568778.1   MISS-------------------------GSEKL-AEPAKKVAAPAP--AAAAAADDDDI 89 
   CCM19484.1       MISS-------------------------GSEKL-AEPAKKVAAPAP--AA---ADDDGI 86 
   XP_010703083.1   MISS-------------------------GSEKL-AEPAKKVAAPAP--AA---ADDDGI 86 
   XP_001686715.1   ILN-------------------------AGTEKKATEPAKKAAAPAPA-AAAAAEEEDDI 91 
   XP_001469731.1   ILN-------------------------AGTEKKATESAKKAAAPAPA-AAAAAEEEDDI 91 
   XP_003865264.1   ILN-------------------------AGTEKKATESAKKAAAPAPA-AAAAAEEEDDI 91 
   AAV32818.1       WGAPVRTAAPELRMPAPAAAAPAAAKKPVPAA---AAP-AAAKKPAPAPKAVAPAEDDDI 120 
   XP_001564367.1   WGAPVRTAAPELRMPAPAAAAPAAAKKPVPAA---AEP-AAAKKPAPAPKAVAPAEDDDI 120 
   XP_001564361.1   WGAPVRTAAPELRMPAPAAAAPAAAKKPVPAA---AEP-AAAKKPAPAPKAVAPAEDDDI 86 
   XP_003878670.1   WGAPVRVAAPELRMPAPAAATAAAAVSDAAAEKKAAPKAAAVAPPPAAAAAAAAEEEDDI 124 
   XP_003878672.1   WGAPVRVAAPELRMPAPAAATAAAAVSDAAAEKKAAPKAAAVAPPPAAAAAAAAEEEDDI 201 
   XP_010698286.1   WGAPVRTAAPELRMPAPAAAAP--AAA-----KK-------PAPAPKA---VAPAEDDDI 221 
   XP_003874487.1   MLN-------------------------AGSEKKATEPAKAT-APAPA---AAAEDDDDI 88 
   XP_001686175.1   WGAPVRVAAPELRMPAPAA-KA--AGSDAAAEKRAAPKAAAVAPPPAA---AAE-EEDDI 117 
   XP_001468460.1   WGGPVRVAAPELRMPAPAAAKA--VRSDAAAEKRAAPKAAAVAPPSAA---AAEEDDDDI 119 
   AAU10517.1       ------------------------------------------------------------ 0 
                                                                                
   XP_001568778.1   DLFGETTEEEQAALEAKKAKDAEKKKTKKDVIAKSSILFDIKAWDDAVDLEALAQKLHAI 149 
   CCM19484.1       DLFGETTEEEQAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTVDLEALAQKLHAI 146 
   XP_010703083.1   DLFGETTEEEQAALEAKKAKDAVKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTVDLEALAQKLHAI 146 
   XP_001686715.1   DLFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKEVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAI 151 
   XP_001469731.1   DLFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKTDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAI 151 
   XP_003865264.1   DLFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAI 151 
   AAV32818.1       GLFGETTEEEQAALEAKRAKDAEKKKAKKDVIAKSPILFDIKAWDDTVDLEALAQKLHAI 180 
   XP_001564367.1   DLFGETTEEEQAALEAKRAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTVDLEALAQKLHAI 180 
   XP_001564361.1   DLFGETTEEEQAALEAKRAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTVDLEALAQKLHAI 146 
   XP_003878670.1   DLFGETTEEEKAALEAKKANDAEKKKAKKAVIAKSSILFDVKAWDDTIDLEALAKKLHAI 184 
   XP_003878672.1   DLFGETTEEEKAALEAKKANDAEKKKAKKAVIAKSSILFDVKAWDDTIDLEALAKKLHAI 261 
   XP_010698286.1   DLFGETTEEEQAALEAKRAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTVDLEALAQKLHAI 281 
   XP_003874487.1   DLFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKEVIAKSSILFDVKAWDDTIDLGALAKKLHAI 148 
   XP_001686175.1   DLFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKEVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAI 177 
   XP_001468460.1   DLFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAI 179 
   AAU10517.1       ---------------------------------KSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAI 27 
                                                     ** ****:*****::** ***:***** 
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XP_001562623.1 putative endonuclease III [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 
 
   XP_001562623.1   GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
   XP_010704245.1   GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
   CCM13298.1       GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
   XP_003872687.1   DGKVPREYAEVIALPGVGPKMANLFFQDADHRVIGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
   XP_001463464.1   DGEVPREYAELIALPGVGPKMANLFFQDADHRVIGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
   XP_001681168.1   DGKVPREYAELIALPGVGPKMANLFFQDADHRVIGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
                    .*:***** *:*********************.:************************** 
XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_001466177.1   MQQAPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI 60 
   XP_001565706.1   MQQTPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI 60 
   CCM16187.1       MQQTPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI 60 
                    ***:******************************************************** 
 
   XP_001466177.1   CFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL 120 
   XP_001565706.1   CFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL 120 
   CCM16187.1       CFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL 120 
                    ************************************************************ 
 
XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor  
[Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_010699487.1   CDNDRPFEVEGDIVYVVVGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGDVAEGKERVVDVVHN 74 
   XP_001565400.1   CDNDRPFEVEGDIVYVVVGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGDVAEGKERVVDVVHN 74 
   XP_003875968.1   CDNDCPFGVEGDIMYVVGGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGEVAEGKQRVVDVVYN 180 
   XP_003886554.1   CDNDCPFGVEGDIMYVVGGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGEVAEGKQRVVDVVYN 74 
   XP_001465979.1   CDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGEVAEGKERVVDVVYN 74 
   XP_001683667.1   CDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGEVAEGKERVVDVVYN 74 
                    **** ** *****:*** ***************************:*****:******:* 
 
XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   CAA63780.1      QCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDESTGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_001564916.1   QCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPVGSYQGDSDLQLERINVYFDESTGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   ABC40567.1       QCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDESSGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_003875455.1   QCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDESTGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   AYU76428.1       QCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDESTGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_001681156.1   QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   ABG91756.1       QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   CAA63779.1       QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_001567862.1   QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERMNVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   SUZ45086.1       QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESTGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_001463452.1   QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_001468164.1   QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
   XP_003878331.1   QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 123 
   XP_003872680.1   QCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYVPRAVLMDLEPGTM 73 
                    **************:*******.*:***********:*******:****************** 
 
   CAA63780.1       QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_001564916.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   ABC40567.1       QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_003875455.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   AYU76428.1       QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_001681156.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   ABG91756.1       QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   CAA63779.1       QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_001567862.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   SUZ45086.1       QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_001463452.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_001468164.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
   XP_003878331.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 300 
   XP_003872680.1   QLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCLRFPGQLNSDL 250 
                    ************************************************************ 
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   CAA63780.1       RKLAVNLVPLPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_001564916.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVSELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   ABC40567.1       RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_003875455.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   AYU76428.1       RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_001681156.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   ABG91756.1       RMLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   CAA63779.1       RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQEYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_001567862.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   SUZ45086.1       RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_001463452.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_001468164.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
   XP_003878331.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 360 
   XP_003872680.1   RKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMMQAADPRHGRY 310 
                    * *******:*******************:******:*********************** 
 
   CAA63780.1       LTASALFRGRMSTREVDEQMLNVQNKNSSYFIEWLPNNIRSSICDIPPKGLKMSATSIGN 370 
   XP_001564916.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   ABC40567.1       LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   XP_003875455.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   AYU76428.1       LTASALFRGRISTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   XP_001681156.1   LTASALFRGRISTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSATFIGN 370 
   ABG91756.1       LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   CAA63779.1       LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   XP_001567862.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   SUZ45086.1       LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   XP_001463452.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   XP_001468164.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
   XP_003878331.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 420 
   XP_003872680.1   LTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKGLKMSVTFIGN 370 
                    **********:**:********************:****:**************.* ** 
 
XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_010702401.1 QQQHPQCISQPFAPRAYHLEPMNALQQRQQCGGAQGMMVGQQAGGSVAGGGLPAYGPGPM       81 
   CCM18756.1     QQQHPQCISQPFAPRAYHLEPMNALQQRQQCGGAQGMMVGQQAGGSVAGGGLPAYGPGPM       81 
   XP_001568093.1 QQQHPQCISQPFASRAYHLEPMNALQQRQQCGGAQGMMMGQQAGGSVAGGGLPAYGPGPM       81 
   XP_003878557.1 QR--MQDNLQGVASRAYHLEPISPLQTRQQGGCMPGMMVGQQPGCGVM-NGLSAYGPRPM       237 
   XP_001686061.1 QS--MQGNRQAVASRAYHLEPINPLQLRQQGGSMPGMIM-QQPGGGMM-DGLSAYGPRPM       77 
   XP_001468360.1 QS--MQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGSMPGMMIGQQPGGGMM-DGLSTYGPRPM       78 
   XP_003864139.1 QS--MQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGSMPGMMIGQQPGGGMM-DGLSTYGPRPM       78 
                  *    *   * .* *******:. :* *** *   **:: ** * .:  .** :*** ** 
 
   XP_010702401.1  VRDMQNGYMNPLPAGAARSGAYGTHGVPGNNPMGHGVAGYAAGMGGTGTSQNGNPHNFTA 141 
   CCM18756.1      VRDMQNGYMNPLPAGAARSGAYGTHGVPGNNPMGHGVAGYAAGMGGTGTSQNGNPHNFTA 141 
   XP_001568093.1  VRDMQNGYMNPLPAGAARSGAYGTHGVPGNNPMGHGVAGYAAGMGGTGTSQNGNPHNFTA 141 
   XP_003878557.1  IGDAQDGHMGPQPGDVARATGYGTQGMHGNNSMGCGP----AGMGGANNLQNGNAVLFAA 293 
   XP_001686061.1  VRGVQDGHMGPPPADVARAAGDGTQGIYGNCSMSYGD----AGMGGVHKLQNGHAVLLTA 133 
   XP_001468360.1  IRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGA----AGMGGVNNLQNGNAALFAA 134 
   XP_003864139.1  IRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGA----AGMGGVNNLQNGNAALFAA 134 
                    : . *:*:*.*  ...**: . **:*: *.  *. *     *****. . ***:   ::* 
 
XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 [Leishmania mexicana 
MHOM/GT/2001/U1103] 
 
   XP_003873457.1 DSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA 115                             
   XP_001464270.1 DSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA 115                          
   XP_001687686.1 DSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA 115                          
   CCM13940.1     DSKVEPIGNTTMQRDEESGEFKCELEIAPMVTEMFIEGEPNGFKISFEANPIPKA 115                          
   XP_001563372.1 DSKVEPIGNTTMQRDEESGEFKCELEIAPMVTEMFIEGEPNGFKISFEANPIPKA 115                           
   XP_010697315.1 DSRVEPIGNTTMQRDEESGEFKCELEIAPMVTEMFIEGEPNGFKISFEANPIPKA 115                          
   **::* *******:*************** .********************* ** 
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ANEXO D – ANÁLISE COMBINADA DA PREDIÇÃO DE EPÍTOPOS do ABCPRED 
COM A SIMILARIDADE OBTIDA PELO BLAST ENTRE AS PROTEÍNAS DE 
TRYPANOSOMA 
 
XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 
 
   XP_003873146.1   MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNRAWGLRFECASCNEKSAGMMYVNQTEQHERD-GGMH 59 
   ORC85833.1       MPSFRLCLS-AETEGVVRIRPTKPRNWGLKVQCEACRETSPHFIYVDESEEHESGGGGTR 59 
   ESL09331.1       MPYFRVCLN-AETEGVVAIRPVRPRVWGLKFDCDSCRETSPHFVYVDEREERDSGGGGTR 59 
   XP_820892.1      MPFFRVCLR-AETEGVLSIRPARPRVWGMKFECDSCRETSPHFVYVDEAEERDSGGGGTR 59 
   PBJ69691.1       MPFFRVCLR-AETEGVLSIRPARPRVWGMKFECDSCRETSPHFVYVDEAEERDSGGGGTR 59 
   CCC46509.1       MPLFSVRVS-AETEGVTAIRPTRPRPWGLKVICDSCKEQSPHFVYVDEDEQCDSGGGGTR 59 
   CCD15491.1       MPQYSLLAS-AETEGVERIQPMRPRDWGMKVECDSCREVSPNYIYVDETEERENAGGGTR 59 
   XP_001219037.1   MPLYRLSVS-AETEGVVCIRPMRPRNWGLKVTCDACREFSPNFVYVDESEECDSGGGGTR 59 
   XP_011771490.1   MPLYRLSVS-AETEGVVCIRPMRPRNWGLKVTCDACREFSPNFVYVDEGEECDSGGGGTR 59 
                    ** :       *:***  * * : * **::. * :*.* *   :**:: *: :   ** : 
 
   XP_003873146.1   DNQWMIVTAGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK------- 161 
   ORC85833.1       DDKWEVE-AEGTTFRDVNLAEDWMEYDESAGVAVSVTGANVTFHRAKKTK------ 158 
   ESL09331.1       DDQWVVE-AEGSAFERVDLSEGWVDYDEASGAPVSVSGVSVSFERAKRTKHGEVNA 162 
   XP_820892.1      DGNWVVE-AEGSSFDGVDLSEDWMEYDEASGAVVSVSGVSVVFERAKKKKQHEGNA 162 
   PBJ69691.1       DGNWVVE-VEGSSFDGVDLSEDWMEYDEASGAVVSVSGVSVVFERAKKKKQHEGNA 162 
   CCC46509.1       DDRWVVS-SEGETFDGVDLSTDWMEYDEKSATSVSVSNFTVSFARKRGK------- 160 
   CCD15491.1       GSNWVVV-SEGATFEGADLSTDWMEYDEKSGTAVSVSQFEVSFHRLKKGK------ 158 
   XP_001219037.1   DDKWVVE-AEGATFEAADLSTDWMEYDEKSGNAVSVSQFTVEFSRLKKSK------ 162 
   XP_011771490.1   DDKWVVE-AEGATFEAADLSTDWMEYDEKSGNAVSVSQFTVEFSRLKKSK------ 162 
                    ...*:    *  *  .:*:  * :*** :   ***:   * * : :  
 
 
XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   CCC52973.1       MSCKEGRTEDPTRLRVSRQRRYYIYLEFVKHRFHDGVTEIIVSGLGQAISDAVAVAEILK 60 
   XP_011779655.1   MSDKSGDDSRSSQVRVSVKRRNFSYVDSIKVRLSGGKPEVTISALGKAISDAVAVAEILK 60 
   XP_828521.1      MSEKGGDDSRSSQVRVSVKRRNFSYVDSIKVRLSGGKPEVTISALGKAISDAVAVAEILK 60 
   ORC86181.1       MSSESGNPSEPIRVRVGARGRNFAYVDFTKHRLHEGGPEIIISGLGRAISDAVAVAEILK 60 
   PBJ78103.1       MSCDAEEPSGPIQVRVGVDRRNFAYVDFTKHRLHEGKPEVIITGLGRAISDAVAVVEILK 60 
   XP_806326.1      MSCDAEEPSGPIQVRVGVDRRNFAYVDFTKHRLHEGKPEVIITGLGRAISDAVAVVEILK 60 
   XP_009310830.1   MAFESEKAAEPIQVRVGVKRRNFAYVDFTKHRLHEGEPEIVISGLGRAISDAVAVAEILK 60 
   XP_001464059.1   MSAENC---GNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLK 57 
   XP_828522.1      MTTGKSD-RPRNSVRVGYRGTKFLFVDITKHLLHDGEKEVYVSALGGAINEAVSVVEMLK 59 
   CCC52974.1       MTAENND-RPKNAVRVGYYGTKFLYVDITKHLLHDGEKEVFISALGTAINEAVSVVEMLK 59 
   ORC86182.1       MSTENTE-RPKNAVRVGFHGSKFLYVDITKHLLHDGQEEVSISALGKAINEAVSVVEMLK 59 
   XP_009310829.1   MSAENTE-RPKNAVRVGFHGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK 59 
   PBJ78102.1       MSAESAE-RPKNAVRVGFHGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK 59 
   XP_812660.1      MSAENAE-RPKNAVRVGFHGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK 59 
   XP_806325.1      MSAENAE-RPKNAVRVGFHGSKFLYVDITKHLLHDGEKEVSISALGKAINEAVSVVEMLK 59 
                    *:           :**.     : :::  *  :  *  *: ::.** ** :**:*.*:** 
 
   CCC52973.1      NQGLITVKRITTSQGRAEPRTKSVIHSIEILIEKAPNFDSIYDEQQRRKTEKKERVS--- 117 
   XP_011779655.1   NQGLIDVKKITTSRGAAESDGDAVNDKIEILITKSKDFDTIYAEQQKRKLENADKKE--- 117 
   XP_828521.1      NQGLIDVKKITTSRGAAESDGDAVNDKIEILITKSKDFDTIYAEQQKRKLENADKKE--- 117 
   ORC86181.1       NQGLVVVKAITTSRGSIKP-LAPLIDKIEIVVVKSKDFDSIYEEQQKRKSENAEKRESN- 118 
   PBJ78103.1       NQGLVTVKKITTSRGNVKSSSTSVIDKIEILVVKSKEFDSIYEEQQKRKDEIAEKGQ--- 117 
   XP_806326.1      NQGLVTVKKITTSRGNVKSSSTSVIDKIEILVVKSKEFDSIYEEQQKRKDESAEKGQ--- 117 
   XP_009310830.1   NQGLVLVKRITTSRGNIKSSFTSLIDKVEILVGKSKDFDTIYEEQQKKKNEAAEKKE--- 117 
   XP_001464059.1   NQGVVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDAIYDQQQKDREIAKARAEADE 117 
   XP_828522.1      DQQMVVVKKITTSRQVSEEPDDGPVDKIEIVVTKADGFDAKYEEQQKAREAKRLEKEKNE 119 
   CCC52974.1       DQQMVTVKKISTSRGITPNGRGNPVDKIEIIVTKAPGFDAKYAEQQKVREAKKLEKEKGD 119 
   ORC86182.1       DQQMITVKRINTSRGGGEGTRNSTVDKIEIVVVKAPGFDEKYKEQQKMREAKKLEKEDAE 119 
   XP_009310829.1   DQQMVVVKKINTSRGGGEGTRNTTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQKIREAKKLEKEGTE 119 
   PBJ78102.1       DQQMVLVKKISTSRGGGEGARNNTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQKMREAKKLEKGNEN 119 
   XP_812660.1      DQQMVLVKKISTSRGGGEGARNNTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQKMREAKKLEKGNEN 119 
   XP_806325.1      DQQMVLVKKISTSRGGGEGARNNTVDKIEIVVTKAPGFNEKYEEQQKVREAKKLEKGNEN 119 
                    :* :: ** * **:           ..:*::: *:  *:  * :**: :     .      
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XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
   XP_843943.1      PEI------------AGAEHHHSEDSGAAMSHSEGDHREDTNGAMVSDTKSSA---------- 73 
   XP_011772326.1   PEI------------AGAEHHHSEDSGAAMSHSEGDHREDTNGAMVSDTKSSA---------- 73 
   XP_001466606.1   LKAAA----------DGDT----------------------TGS-SPDSRPAAGEPHPGGEDE 57 
   CCC89789.1       P-------------------RV--LVTDASACGAGCDGVIVLGGSRAASVSSAAEPHEVQKSR 75 
   CCC47104.1       FDAVSDHSETTS---RNSESQV--DVGPV-AATEASVKRILVD-------------------- 57 
   ORC90142.1       FKQVDTEVP-ATTAHAGEEHHS--RVDEHSSSAEEDVDPTLTDQSLQGHQ------------- 105 
   XP_009307882.1   PSVATMRA---TATHTGEAQQT--VVDATLSRDENTERSALTERQEQPSQ---------QEAE 105 
   ESL09207.1       ----------------------------------EDANTGLTGSQQQQKL---------E--- 61 
   EKF29992.1       VNLGNVRVSTVVQQADGTQ-QL--PVDDALLCDCDNTKFILTGSQQEE--------------- 94 
   XP_810165.1      VNLGNAKVSTVVEQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGSQKEE-----------E--- 95 
   EKG04679.1       VNLGNAKVSTVVKQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGLQKEE-----------E--- 95 
   PBJ72798.1       VNLGNAKVSTVVKQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGLQKEE-----------E--- 95 
   PWU99041.1       VNLGNAKVSTVVKQADGTR-QL--PVDDALLCDTGNTKVILTGLQKEE-----------E--- 95 
   ESS67032.1       --------------------------------------------------------------- 0 
 
   XP_843943.1      LSCKNLHLTNRAVCVKDCYLRLNTLVNNPGKEALLVDPTSAATALFCERTD-----ADHD 274 
   XP_011772326.1   LSCKNLHLTNRAVCVKDCYLRLNTLVNNPGKEALLVDPTSAATALFCERTD-----ADHD 274 
   XP_001466606.1   LDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSLKMRICRRDVEPQKGETHN 257 
   CCC89789.1       INCKKLHLSCRAVRLKDCYVRLNMLVSNQAKEKLLTNPMSAAHVSLCEERA-----AGHD 261 
   CCC47104.1       MNCNKLHFSNRAVVLGDRYVKINMLVENPAKVALLTDPLSANSARFCESVA-----HSHD 243 
   ORC90142.1       MKCRQLHLTNRAVLIGECYVRVNMLVDNPARQKLLTSPAAMGQTEFCSVES-----PTHD 290 
   XP_009307882.1   LKCPKLHLTNRAVMVGDCYVRINMLVNNPARVALLSKPSQAAGTAFCTDAD-AAGSEGHD 314 
   ESL09207.1       MECRFLHLTNRALLVGDRYVRINMLLDNPARVAVLKDPVSAAEASFCTAAN-----GGHD 238 
   EKF29992.1       MECQFLHLTNRAVLVGDRYVRINMLLDNPARVALLKNPMLAAKATFCAVVD-----DGHD 256 
   XP_810165.1      MECQFLHLTNRAVLVGDRYVRINMLLDNPARVALLKNPLLAAKATFCTVAN-----GGHD 265 
   EKG04679.1       MECQFLHLTNRAVLVGDRYVRINMLLDNPARVALLKNPLLAAKATFCTVAN-----GGHD 265 
   PBJ72798.1       MECQFLHLTNRAVLVGDRYVRINMLLDNPARVALLKNPLLAAKATFCTVAN-----GGHD 265 
   PWU99041.1       MECQFLHLTNRAVLVGDRYVRINMLLDNPARVALLKNPLLAAKATFCTVAN-----GGHD 265 
   ESS67032.1       MECQFLHLTNRAVLVGDRYVRINMLLDNPARVALLKNPLLAAKATFCTVAN-----GGHD 55 
                    :.*  **:: *.: : : ::::* *:.* .:  :*  *       :*           *: 
 
   XP_843943.1      VTCSFVHYNRGTVYKEAPSPPALPTALFPGMQPREHVGRGRGR---NPLGRGRGA-RGRG 388                                                 
   XP_011772326.1   VTCSFVHYNRGTVYKEAPSPPALPTALFPGMQPREHVGRGRGR---NPLGRGRGA-RGRG 388                                                 
   XP_001466606.1   TTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAAIPDLTPSRPAQATDSNKRAR--GRGRGDRGGRG 375                                                 
   CCC89789.1       VTCRFVHYNRGAVHKEISRPPDLPLAVFPALRPRAEGRRVRGVASSHCGGRGQGRGRGRG 379                                                
   CCC47104.1       VTCKNIHYNRGGAYKEVPRIPARPLAILPSMRPRLCPATRLESGPGR------------- 348                                                 
   ORC90142.1       VTCSFVHYNRGSAYTEVPREPSKPLALIPNMRPRGPHIVSGGGDRRNNKPHSRG--RGGG 406                                                                                         
   XP_009307882.1   VKCSFVHYNRGSTYTEAPRQPSMPLAVVPSLRPRLPRPAVSGGRGGR-GRG------GRG 425                                                
   ESL09207.1       VTCAFLHYKRGNVYTEVPREPAKPLAVIPNLRPQAPRPAGGG--GGH-RCPLRG--RGRG 351                                                                                            
   EKF29992.1       LTCAFVHYNRGKVYTEVPREPSKPLAVIPSIRPRAPRTAGGR--GGR-GGPSRG--RGTG 369                                                                                           
   XP_810165.1      LTCAFVHYNRGKVYTEVPREPSRPLAVIPSLRPRAPRPTGGR--EGR-GGPSRG--RGSG 378                                                                                               
   EKG04679.1       LTCAFVHYNRGKVYTEVPREPSRPLAVIPSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG-- 376                                                 
   PBJ72798.1       LTCAFVHYNRGKVYTEVPREPSRPLAVIPSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG-- 376                                                
   PWU99041.1       LTCAFVHYNRGKVYTEVPREPSRPLAVIPSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG-- 376                                                 
   ESS67032.1       LTCAFVHYNRGKVYTEVPREPSRPLAVIPSLRPRAPRPAGGR--EGR-GGPSRG--RG-- 166                                                
                     .*  :**:**  :.*    *  * * .* : *             .              
XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]  
 
   XP_009308457.1   ELNGRLGTQPYVSGFSPSQEDAKVFSEMFGS-HTAVIEWAARMASYYQAERDQLAKGAAS 64 
   CCC51528.1       ELNGRLGAQPYVAGFTPSKEDARIFSEMFGS-NTNVMQWAARMAAYYQAERDQLGSRSAS 64 
   AGN32949.1       ELNGRLGTQPYVAGYSPSREDAKAFAEMFGS-HTAVIEWAARMASYYQAEREQLLKGAPS 104 
   XP_818671.1      ELNGRLSSQPYVSGYCPSQEDAKIFAEMFGS-CTAVAEWAARMASYYQAEREQILKGTTS 64 
   EKG04021.1       ELNGRLSSQPYVSGYCPSQEDAKIFAEMFGS-CTAVAEWAARMASYYQAEREQILKGTAS 91 
   ORC93060.1       ELNGRLTAQPYVSGFTPSQEDARIFAEMFGS-RTAVIEWAARMAAYYQAERDELAGAASS 64 
   XP_001468460.1   ELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEGERKAWGGPVRV 71 
   SCU66719.1       KLEEKLKGKLFLGGVKPSEEDVKAFNDLLGGDNTNVFRWVKNIASFTEAERTAWGAPVKI 71 
   XP_844509.1      KLEEKLKGKLFLGGVKPSEEDVKAFNDLLGGDNTNVFRWVKNIASFTEAERTAWGAPVKI 106 
   XP_011772945.1   KLEEKLKGKLFLGGVKPSEEDVKAFNDLLGGDNTNVFRWVKNIASFTEAERTAWGAPVKI 180 
   XP_009310126.1   ELEGKLKGKLFLGGAKPSEEDVKMFNDLLGAGNTCVCRWVKNVASFTEAERKAWGAPVKV 71 
   ORC93493.1       ELESKLKGKLFLGGAKPSAEDVKMFSDLLGAGNTCVYRWVKNMASFTEAERKAWGAPVKV 71 
   XP_804306.1      ELEGKLKGKLFLGGTKPSQEDVKLFNELLGAENTSLYRWVKHMASFTEAERKAWGAPVKV 71 
   PBJ69885.1       ELEGKLKGKLFLGGTKPSKEDVKLFNDLLGAENTSLYRWVKHMTSFTEAERKAWGAPVKV 71 
   EKG04965.1       ELEGKLKGKLFLGGTKPSKEDVKLFNDLLGAENTYLYRWVKHMTSFTEAERKAWGAPVKV 71 
   EKF33466.1       ELEGKLKGKLFMGGTKPSQEDVKLFNDLLGADNTSLYRWVKHMASFTEAERKAWGAPVKV 71 
                    :*: :*  : ::.*  *: **.: * :::*.  . : .*. .:::: :.**       
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   XP_009308457.1   SSKKAAD----DD-----DDIDLFGDATEEETAALEAKKKKDADDDDIDLFGDATEEETA 115 
   CCC51528.1       SKKAAPA---------------------------------KQADDDDIDLFGEATEEEKA 91 
   AGN32949.1       SSKK--------------------------------------EDDDDIDLFGDATEEEAA 126 
   XP_818671.1      SSKKAA-----------------------------------AAEDEDIDLFGEATEEETA 89 
   EKG04021.1       SSKKAA-----------------------------------AAEDEDIDLFGEATEEETA 116 
   ORC93060.1       SKKAAA-----------------------------------AEEDEDIDLFGEVTEEEKA 89 
   XP_001468460.1   AAPELRMPAPAAAKAVRSDAAAEKRAAPKAAAVAPPSAAAAEEDDDDIDLFGETTEEEKA 131 
   SCU66719.1       TPPVAAPVAAPAA-------APAAA------PAATPAKKAAEADDDDIDLFGETTEEELA 118 
   XP_844509.1      TPPVAAPVAAPAA-------APAAA------PAATPAKKAAEADDDDIDLFGETTEEELA 153 
   XP_011772945.1   TPPVAAPVAAPAA-------APAAA------PAATPAKKAAEADDDDIDLFGETTEEELA 227 
   XP_009310126.1   TAPAAAA----AA-------PAPVKEAP---KKETPVPAKKD-DDDDIDLFGDATEEETA 116 
   ORC93493.1       TPPPAAAAAAPAA-------AAPAKEAP---KKAAPAPAKKEEEDEDIDLFGEVTEEEKA 121 
   XP_804306.1      TATT-------SA-------SAPAKQTP---KKAASAPAKQADEDEDIDLFGEATEEETA 114 
   PBJ69885.1       TATT-------SA-------SAPAKQAP---KKAASAPAKQADEDEEIDLFGEATEEETA 114 
   EKG04965.1       TATT-------SA-------SAPAKQAP---KKAASAPAKQADEDEEIDLFGEATEEETA 114 
   EKF33466.1       TATT-------SA-------CVPAKQAP---KKSAPAPAKKEDEDEEIDLFGEATEEETA 114 
                    :                                          :*::*****:.**** * 
 
   XP_009308457.1   ALEAKKKKDAEAKKAKKVVIAKSSILFDIKPWDDTVDLEALAGKLHAIQRDGLLWGDHKL 175 
   CCC51528.1       ALDAKKKKDADAKSSKKVVIAKSSILFDIKPWDDTVNLEELAGKLHAIERDGLLWGDHKL 151 
   AGN32949.1       ALEAKKKKDADAKKAKKEIIAKSSILFDVKPWDDTVDLEALAKKLHAIERDGLLWGDHKL 186 
   XP_818671.1      ALEAKKKKDADAKKAKKEVIAKSSILFDVKPWDDTVDLQALADKLHAVKRDGLLWGDHKL 149 
   EKG04021.1       ALEAKKKKDADAKKAKKEVIAKSSILFDVKPWDDTVDLQALVDKLHAVKRDGLLWGDHKL 176 
   ORC93060.1       ALEAKKKKDADAKKAKKVVIAKSSILFDVKPWDDTVDLEALAQKLHAVKRDGLLWGDHKL 149 
   XP_001468460.1   ALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQRDGLIWGDHKL 191 
   SCU66719.1       ALEAKKKKDAAAKSTKKVIIAKSSILFDIKPWDDTVDLQKLATELHAIKRDGLLWGDHKL 178 
   XP_844509.1      ALEAKKKKDAAAKSTKKVIIAKSSILFDIKPWDDTVDLQKLATELHAIKRDGLLWGDHKL 213 
   XP_011772945.1   ALEAKKKKDAAAKSTKKVIIAKSSILFDIKPWDDTVDLQKLATELHAIKRDGLLWGDHKL 287 
   XP_009310126.1   ALEAKKKKDAEAKKAKKVVIAKSSILFDIKPWDDTVDLEALAGKLHAIQRDGLLWGDHKL 176 
   ORC93493.1       ALEAKKKKDADAKKAKKVVIAKSSILFDVKPWDDTVDLEALAQKLHAVKRDGLLWGDHKL 181 
   XP_804306.1      ALEAKKKKDADAKKAKKEVIAKSSILFDVKPWDDTVDLQALANKLHAVKRDGLLWGDHKL 174 
   PBJ69885.1       ALEAKKKKDADAKKAKKEVIAKSSILFDVKPWDDTVDLQALANKLHAVKRDGLLWGDHKL 174 
   EKG04965.1       ALEAKKKKDADAKKAKKEVIAKSSILFDVKPWDDTVDLQALANKLHAVKRDGLLWGDHKL 174 
   EKF33466.1       ALEAKKKKDADAKKAKKEVIAKSSILFDVKPWDDTVDLQALADKLHAVKRDGLLWGDHKL 174 
                    **:*** ***  *.:** :*********:* ****::*: *. :***::****:****** 
 
XP_001562623.1 putative endonuclease III [Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904] 
 
   XP_001562623.1   GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE 180 
   ESL06290.1       QGIVPRSYADLIALPGIGPKMAHLFLQEADGVVLGIGVDTHVHRISRRFHWVPSTVKTPE 180 
   XP_807044.1      QGRVPHSYEDLIALPGIGPKMAHLFLQEADGVVLGIGVDTHVHRISQRFLWVPSTVKTPE 180 
   EKG02508.1       QGRVPHSYEDLIALPGIGPKMAHLFLQEADGVVLGIGVDTHVHRISQRFLWVPSTVKTPE 180 
   EKF30968.1       QGKVPHAYEDLIVLPGIGPKMAHLFLQEADGVVLGIGVDTHVHRICQRFLWVPSTVKTPE 180 
   XP_829271.1      KGTVPRSYEGLVSLPGVGPKMAHLFLQEADSVVIGIGVDTHVHRIAQRFHWVPSTVKSPE 179 
   XP_011780498.1   KGTVPRSYEGLVSLPGVGPKMAHLFLQEADSVVIGIGVDTHVHRIAQRFHWVPSTVKSPE 179 
   ORC86049.1       QGQVPRSYDDLIALPGIGPKMAYLFLQEADGVILGIGVDTHVHRIAQRFQWVPPTVKTPE 177 
   CCC95776.1       NGMVPRSYEDLVGLPGVGPKMAHLFLQEADGVILGIGVDTHVHRIAQRFRWVPSTVKGPE 179 
   XP_009311053.1   QGCVPQSYEELIALPGVGPKMAHIFLQAADGVVVGIGVDTHVHRIAQRFNWVPMTVKTPE 180 
   CCC53820.1       EGKVPQSYEELIALPGVGPKMAHLFLQAADGVVLGIGVDTHVHRIAQRFRWVPATVKSPE 179 
   CCD18619.1       EGKVPQSYEELIALPGVGPKMAHLFLQAADGVVLGIGVDTHVHRIAQRFRWVPATVKSPE 179 
                     * **: *  *: ***:***** :*:* **   :***********.:*: *** *** ** 
 
XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_001466177.1   ----MQQAPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 56 
   AAA79869.1       ---------------FKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 45 
   XP_843706.1      ---MQASSTADCVATFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 57 
   CCC89621.1       ---MQTPSTSDCVATFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 57 
   CCC46857.1       ---MQTPSTSDCVATFKLVLVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 57 
   XP_009309701.1   ---MQNPSASECVATFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 57 
   ORC85762.1       ---MQASSASDCVATFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 57 
   XP_814121.1      ---MQVPSTSDCVATFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 57 
   XP_803906.1      CVGMQVPSTSDCVATFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTN 120 
                                   ***:***************************************** 
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   XP_001466177.1   RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNI 116 
   AAA79869.1       RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITGVCDNI 105 
   XP_843706.1      RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 117 
   CCC89621.1       RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 117 
   CCC46857.1       RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 117 
   XP_009309701.1   RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 117 
   ORC85762.1       RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 117 
   XP_814121.1      RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 117 
   XP_803906.1      RGKICFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYIEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWHRDITRVCDNI 180 
                    *************************:***********************:**** ***** 
 
XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania infantum 
JPCM5] 
 
   ESL05634.1       -------------------MRIFKDVLTNAEVFCDNDRPVEVEGDIVYMLKGSYIEVGGE 41 
   XP_806523.1      -------------------MRIFKDILTNAEVVCDNDRPMDVEDEIVYVVKGSYIEVGGE 41 
   XP_806359.1      -------------------MRIFKDILTNAEVVCDNDRPMDVEGEIVYVVKGSYIEVGGE 41 
   ESS64861.1       -------------------MRIFKDILTNAEVVCDNDRPMDVEGEIVYVVKGSYIEVGGE 41 
   XP_009312670.1   ---------------------------------------MELEGDIAYVVKGRYIEIGGE 21 
   XP_001465979.1   -------------------MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGE 41 
   CCC92438.1       -------------------MKIFRDVLTNAEVVCDNDKPMDTVDDVVYAVQGRYIEIGGE 41 
   CCC92437.1       GPAATRAITTRRFRNTHAKMKIFRDVLTNAEVVCDNDKPMDTVDDVVYAVQGRYIEIGGE 120 
   ORC88780.1       -------------------MKIFKDILTNAEVVCDNDKPMQEEGDIVYVVKGRYIEIGGE 41 
   ORC88779.1       -------------------MRIFKDILTNAEVVCDNDKPMQEEGDIVYVVKGRYIEIGGE 41 
   CCC50031.1       -------------------MRIFRDILTNAEVVCDNDKPMEVEGDIVYVVKGRYIEIGGE 41 
   XP_847506.1      -------------------MKIFRDILTNAEVVCDNDKPMDVLDEIVYAVQGRYIEIGGE 41 
   XP_011776025.1   -------------------MKIFRDILTNAEVVCDNDKPMDVLDEIVYAVQGRYIEIGGE 41 
   XP_847505.1      -------------------MKIFRDILTNAEVVCDNDKPMDLLDEIVYAVQGRYIEIGGE 41 
   XP_011776026.1   -------------------MKIFRDILTNAEVVCDNDKPMDVLDEIVYAVQGRYIEIGGE 41 
   SCU69179.1       ------------------------------------------------------------ 0 
 
   ESL05634.1       DYGISANVDEDAGEGAVGDVDDSRKQVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRSYMKQLLEK 101 
   XP_806523.1      DYGIAANVDEDAGEGAKGEVDDSRQRVVDVVHNNRYTETSYDKNSYMAHIRGYMKQLLER 101 
   XP_806359.1      DYGIAANVDEDAGEGAKGEVDDSRQRVVDVVHNNRYTETSYDKNSYMAHIRGYMKQLLER 101 
   ESS64861.1       DYGIAANVDEDAGEGAKGEVDDSRQRVVDVVHNNRYTETSYDKNSYMAHIRGYMKQLLER 101 
   XP_009312670.1   DYGISANVDEDAGEGATGDVDNSKQRVIDIVHNNRYTETSYDKSSYMAHIRSYMKRLLEN 81 
   XP_001465979.1   DYGISANVDEDAAEGATGEVAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEK 101 
   CCC92438.1       DYGISANADEDAGEGAAGDVDDAKQRVIDIVHNNRYTETSYDKSAYMAHIRGYMKQLLER 101 
   CCC92437.1       DYGISANADEDAGEGAAGDVDDAKQRVIDIVHNNRYTETSYDKSAYMAHIRGYMKQLLER 180 
   ORC88780.1       DYGISANVDEDAGEGATGDVDDSKQRVIDIVYNNRYTETNYDKASYMAHIRGYMKQLLDK 101 
   ORC88779.1       DYGISANVDEDAGEGATGDVDDSKQRVIDIVYNNRYTETNYDKASYMAHIRGYMKQLLDK 101 
   CCC50031.1       DYGISANADEDAAEGAAGDVDDAKQRVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRGYMKQLLEK 101 
   XP_847506.1      DYGISANADEDAAEGAAGDVADEKQRVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRGYMKQLLEK 101 
   XP_011776025.1   DYGISANADEDAAEGAAGDVDDGKQRVIDVVHNNRYTETNYDKGSYMAHIRGYMKQLLEK 101 
   XP_847505.1      DYGISANADEDAGEGAAGDVDDGKQRVIDVVHNNRYTETNYDKGSYMAHIRGYMKQLLEK 101 
   XP_011776026.1   DYGISANADEDAGEGAAGDVADEKQRVIDVVHNNRYTETNYDKNSYMAHIRGYMKQLLEK 101 
   SCU69179.1       ----------------------------------------------MAHIRGYMKQLLEK 14 
                                                                  *****.***:**:. 
 
XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5] 
 
   XP_001468164.1   MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYV 60 
   ACA48228.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   ABH05182.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   CCD12220.1       MREIVCIQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   CCC46466.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   XP_001218933.1   MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   ABA00481.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   ORC88949.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   XP_009313069.1   MREIVCIQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   AAA91958.1       -REIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 59 
   XP_816690.1      MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   AGN32932.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
   AAL75956.1       MREIVCVQAGQCGNQIGSKFWEVISDEHGVDPTGTYQGDSDLQLERINVYFDEATGGRYV 60 
                     ****. *****************:*********:******************::***** 
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   XP_001468164.1   PRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   ACA48228.1       PRSVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNSWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   ABH05182.1       PRSVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   CCD12220.1       PRSVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   CCC46466.1       PRSVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   XP_001218933.1   PRSVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   ABA00481.1       PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   ORC88949.1       PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   XP_009313069.1   PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQVFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   AAA91958.1       PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 119 
   XP_816690.1      PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAQGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   AGN32932.1       PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
   AAL75956.1       PRAVLIDLEPGTMDSVRAGPYGQIFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 120 
                    **:**:*****************:***************.**:***************** 
 
   XP_001468164.1   EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCL 240 
   ACA48228.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   ABH05182.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   CCD12220.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   CCC46466.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   XP_001218933.1   EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   ABA00481.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVMSGVTCCL 240 
   ORC88949.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVMSGVTCCL 240 
   XP_009313069.1   EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVMSGVTCCL 240 
   AAA91958.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 239 
   XP_816690.1      EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   AGN32932.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
   AAL75956.1       EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVSAVVSGVTCCL 240 
                    *************************************************:**:******* 
 
 
XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5] 
Esta proteína não possui similaridade com proteínas de Trypanosoma 
 
XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 [Leishmania mexicana 
MHOM/GT/2001/U1103] 
 
   XP_807299.1      KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEVQVPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK----- 114 
   XP_807771.1      KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEAQIPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK----- 114 
   PBJ69178.1       KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEAQVPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK----- 114 
   PWV07450.1       KDSKVEPLGSTKMEKDEATGEFKCEAQVPPLATVLFVEGEPNGYKLNFEANPVAK----- 114 
   RNF25678.1       KDSKVEPLGSTKMEKDEETGEFKCEVQVAPLATELFVGGEPNGYKLNFEANPIVK----- 114 
   ESL08837.1       KDSKVEPLGTTKMEKDEETGEFKCEVHVAPLATELFVGGEPNGYKLNFEANPVAK----- 114 
   RNE99364.1       KDSKVEPLGTTKMEKDEETGEFKCEVHVSPLATELFVGGEPNGYKLNFEANPVAK----- 114 
   XP_003873457.1   KDSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA---- 115 
   CCC49075.1       KDSSVTALGNTKMEKDAVTGEFKCEVEVAPLATEMFVEGTPNGYKINFEANPINQ----- 114 
   XP_846030.1      KDSTVQPLGNTKMEKDTATGEFKCEVKIAPLATEMFIEGVPNGYKISYEADPIPQWKSVP 119 
   XP_011774816.1   KDSTVQPLGNTKMEKDTATGEFKCEVKIAPLATEMFIEGVPNGYKISYEADPIPQWKSVP 359 
   RHW71655.1       ------------------------------------------------------------ 115 
   XP_846029.1      ------------------------------------------------------------ 115 
   CCC91514.1       KDSTVQPLGNTTMEKDSATGEFKCELSIAPLETQMFIEGTPNGYKINFEANPIPQ----- 114 
   CCC91515.1       KDSTVQPLGNTTMEKDSATGEFKCELSIAPLETQMFIEGTPNGYKINYEANPIPQWRPGP 119 
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ANEXO E – ANÁLISE COMBINADA ABCPRED X IEDB 
 
XP_003873146.1 Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 
 
  1 MPVFHAVMSVEESEGVERIVPVKNRAWGLRFECASCNEKSAGMMYVNQTEQHERDGGMHN 
 61 FVSKCKLCKADITADVLSVPAGTGYYSAVEENPANVIAAFEVRGGRPVELEIDNQWMIVT 
121 AGGGLFEDVDLSQEWYDYDERSRATVSVAGVSVDFEKSKKK 
 
XP_001464059.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
  1 MSAENCGNAIVRVSSNKRKFGYVDYTKHRLHEGYPEVVISALGTAIADAVSVVELLKNQG 
 61 VVEVKKICTSRAQFDDVRSTTTDKIEVVVVKSPDFDAIYDQQQKDREIAKARAEADEADD 
121 E  
 
XP_001466606.1 conserved hypothetical protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
  1 MDRFGAGAALVSVGSSTGATCPAEAKSLKAAADGDTTGSSPDSRPAAGEPHPGGEDEASL  
 61 ADTCGSVGKEADDNAVTGDNGGDTEADAAGAEEEELSPEEDGGQGDEDAEDVVEDVGYAE 
121 EEHADEEEYEYEPEDAVADPSATASSSSKPLMITIGTRQYKTSAFVKNRGLSYVPGKLKS  
181 NPKATFQPCTTNAPHSILDCQKLHLSNRGVLVRDRFIRLNMLVDNPGKQALLRHPGRSLK  
241 MRICRRDVEPQKGETHNPATCSDLHLLPDIVFVGIPGLRTAYFEAELRHNLAFGKLKEEA  
301 WETQCGTWCRGTRSHVVTTCRFLHYNRGDNYTEKPIPPHRPLAAIPDLTPSRPAQATDSN  
361 KRARGRGRGDRGGRGRENCRGRGRGSRGAAAIPLPAAFERGYVAPSQDSAPQASSITTRA  
421 SGAENHVKSPHDALAEADWMTDNGDEGSPIDYRMLSVLLVLLGVFVFLLSVALHRKSNPA  
481 STAP  
 
XP_001468460.1 putative translation elongation factor 1-beta [Leishmania infantum JPCM5]  
 
  1 MSLKDVSKKAAELESKLGGKLFLGGAKPTAEDVKVFNDLLGANHVNLYRWAKNMATYTEG  
 61 ERKAWGGPVRVAAPELRMPAPAAAKAVRSDAAAEKRAAPKAAAVAPPSAAAAEEDDDDID 
121 LFGETTEEEKAALEAKKAKDAEKKKAKKDVIAKSSILFDIKAWDDTIDLEALAQKLHAIQ 
181 RDGLIWGDHKLVPVAFGVKKLQQLIVIEDDKVSGDDLEEMIMGFEEEVQSMDIVAWNKI  
XP_001562623.1 putative endonuclease III [Leishmania braziliensis 
MHOM/BR/75/M2904] 
 
  1 MSKHSFTPPSNWAQLFARLEDYRKHLLAPVDTMGCHRLHDENAPKEVQRFQTLVALMLSA  
 61 QTKDIVTATAMDALIKRGLTAQSIHAMTTTELDMHICKVGFHNTKVKHIKEVAAILIKDY  
121 GGKVPREYEELIALPGVGPKMANLFFQDADHRTVGIGVDTHVHRISQRYRWVPSTVKTPE  
181 DTRKALESWLPQKHWGTINSLMVGLGQTVCTPLYPKCGICELSDICPNAFKEVQQKGLRT  
241 KAPTERRQEPVPQKKRRIK 
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XP_001466177.1 putative GTP-binding protein [Leishmania infantum JPCM5] 
 
  1 MQQAPSDCVASFKLILVGDGGTGKTTFVKRHLTGEFEKRYVATVGVDVHPLTFHTNRGKI 
 61 CFNCWDTAGQEKFGGLRDGYYVEGQCAIIMFDVTSRNTYKNVPNWYRDITRVCDNIPIVL  
121 VGNKVDCADRQVKAKMITFHRKKGLQYYDISAKSNYNFEKPFVWLAKKLANDPELMLVEV  
181 PMLDTDVVALTAEQVAALEAEQQAMANAPLPMGDDE  
 
XP_001465979.1 putative IgE-dependent histamine-releasing factor [Leishmania 
infantum JPCM5] 
 
  1 MKIFKDVLTGSEVVCDNDCPFDVEGDIMYVVNGRYIDVGGEDYGISANVDEDAAEGATGE 
 61 VAEGKERVVDVVYNNRYTETSYDKASYMAHIRSYMKQLLEKIENEEERKVFQTNAAAFVK 
121 KVLKDIDEYQFFIPEGNDEDPDNGMIVLCRWDGETPRFYFWKDGLKGERV  
 
XP_001468164.1beta-tubulin [Leishmania infantum JPCM5] 
 
  1 MREIVSCQAGQCGNQIGSKFWEVIADEHGVDPTGSYQGDSDLQLERINVYFDESAGGRYV 
 61 PRAVLMDLEPGTMDSVRAGPYGQLFRPDNFIFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELIDSVLDVC 
121 RKEAESCDCLQGFQLSHSLGGGTGSGMGTLLISKLREEYPDRIMMTFSVIPSPRVSDTVV  
181 EPYNTTLSVHQLVENSDESMCIDNEALYDICFRTLKLTTPTFGDLNHLVAAVMSGVTCCL  
241 RFPGQLNSDLRKLAVNLVPFPRLHFFMMGFAPLTSRGSQQYRGLSVAELTQQMFDAKNMM  
301 QAADPRHGRYLTASALFRGRMSTKEVDEQMLNVQNKNSSYFIEWIPNNIKSSICDIPPKG  
361 LKMSVTFIGNNTCIQEMFRRVGEQFTGMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS  
421 EYQQYQDATVEEEGEYDEEEEAY  
 
 
XP_001468360.1 hypothetical protein, unknown function [Leishmania infantum JPCM5] 
 
  1 MQMQGNMYPRQMEWAVHQQQPQSMQGNRQAVASRAYHLEPISTMQLRQQRGSMPGMMIGQ  
 61 QPGGGMMDGLSTYGPRPMIRDVQDGHMGPQQADAARAAGYGTQGMYGSHLMSYGAAGMGG  
121 VNNLQNGNAALFAAGSAGQASEGNSINFNGIFNSAVNPQVQSSVAVQDDGKPLPFPPGNL  
181 LAQYPPEYQQQLIFYYRLLRLQYPELYQQYVDYYVMYYEPLYHPAPSSLSKDDLNGGQQR  
241 KKEPLLQQTQRAHMQRQQPAMPQPGYQPPPPMEHALPSEVMCRTTSNLSGGLKRQSSLRR  
301 QNSMRRNEVNQLKNEGSLKRLPSMRQQ  
 
 
XP_003873457.1putative small myristoylated protein-3 [Leishmania mexicana 
MHOM/GT/2001/U1103] 
 
 1 MSEIKYENGQPGYSGNTVVKCFKDNGNGLLFRIVNDEEHKWAFYNDTTNYQMMVKVAFGK  
61 DSKIEAIGNTTMQKDEESGEFKCELEIAPTTTEMFIEGEPNGFKISFEANPIAKA  
 
